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RESUME

L’objectif principal de ce travail est de démontrer 1’applicabilit¢ d’une approche de
modélisation dynamique du métabolisme a des cellules végétales pour fins de

commande et d’optimisation en bioréacteur.

La premicre partie de ce travail vise & démontrer qu’une modélisation des dynamiques
nutritionnelles (développée lors de travaux antérieurs) peut étre modifiée et appliquée
autant a des racines transformées qu’a des cellules en suspension. Le modéle
nutritionnel inclut les bilans de masse (intra et extracellulaires) pour les trois nutriments
constitutifs majeurs des plantes (phosphate, azote, sucres). La modification majeure
apportée au modeéle lors des présents travaux est une description de la dynamique
intracellulaire pour I’azote. Les paramétres cinétiques du modele ont été calibrés a 1’aide
de données expérimentales provenant de travaux antérieurs sur les racines transformées
de Catharanthus roseus et Daucus carota ainsi que de cultures en suspension
d’Eschscholtzia californica. Le modele permet de bien décrire les dynamiques
(croissance et nutrition) observées expérimentalement. Il a donc été¢ démontré que la
base commune de modélisation nutritionnelle était applicable autant & des cultures de
racines qu’a une culture en suspension. La capacité prédictive de ce modele est
¢galement vérifiée avec succes sur des cultures en mode semi-continu de C. roseus et D.

carota. Ces travaux ont permis d’émettre 1’hypothése qu’une modélisation plus €laborée
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du métabolisme végétal soit applicable autant a des racines transformées qu’a des

cellules en suspension et ce, sans perdre la capacité prédictive.

La seconde partie de ce travail porte sur la modélisation dynamique du métabolisme des
racines transformées de C. roseus. Un modele métabolique partiellement cinétique
(hypothese de régime permanent pour 11 des 26 métabolites considérés) développé lors
de travaux antérieurs a été modifié pour décrire de maniere purement cinétique les voies
du métabolisme primaire de C. roseus. Cette modélisation permet une description tres
élaborée des voies du métabolisme primaire, ce qui n’avait pas €té réalisé¢ pour le
métabolisme végétal. Puisque la modélisation compléte des voies du métabolisme
primaire fournit une quantité considérable de résultats de simulation, un outil de
visualisation a été développé. Cet outil permet de visualiser, schématiquement, les taux
de réaction métaboliques et les concentrations en métabolites. Cette visualisation a
permis 1’observation d’un taux élevé de circulation du phosphate entre sa forme libre et
son allocation sur différents métabolites et molécules phosphatées. Les résultats de
simulation ont montré que ce taux de circulation du phosphate intracellulaire pourrait
étre un indicateur physiologique important puisqu’il présentait une forte corrélation avec

le taux de croissance spécifique.

Le modéle métabolique dynamique développé dans la deuxiéme partie des travaux a
ensuite été modifié pour son application a des cellules en suspension d’Eschscholtzia

californica. Les modifications ont porté essentiellement sur une description plus
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élaborée du métabolisme du phosphate inorganique (Pi) et de ’influence du phosphate
sur la régulation des voies métaboliques. Des données en RMN in vivo sur le phosphate
(isotope *'P) ont permis une meilleure description de la régulation reliée au Pi. Le
modéle ainsi calibré a été utilisé pour développer une boucle de commande sur la
concentration en phosphate cytoplasmique. La concentration extracellulaire en
phosphate a été utilisée en tant que variable manipulée. Le contrdleur a été implanté
expérimentalement et il a été¢ démontré dans ces travaux qu’il est possible de controler la

concentration en phosphate cytoplasmique des cellules végétales.

Finalement, I’approche de modélisation dynamique développée aux étapes précédentes a
été appliquée a des cultures en suspension de E. californica en bioréacteur dans une
optique d’optimisation de productivité en métabolites secondaires. Le modele
métabolique a permis de décrire le comportement cellulaire en bioréacteur autant en
mode cuvée qu’en perfusion. Une analyse de sensibilité dynamique a été appliquée afin
de trouver les conditions de cultures susceptibles de maximiser la productivité¢ en
métabolites secondaires. Ces conditions requiérent un maintient des réserves
intracellulaires en sucres et en azote. Pour implanter cette stratégie de culture, un
bioréacteur a perfusion a été utilis€ avec une estimation en ligne de la biomasse. Dans
cette culture, I’alimentation de milieu était proportionnelle a la consommation globale
de glucose par les cellules, tel qu’estimé par la modélisation. Le modele et la méthode
d’estimation de biomasse ont donc été utilisés pour alimenter une culture en perfusion

dans une optique d’optimisation de production de métabolites secondaires. Cette
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approche a permis d’augmenter de 75% la productivité spécifique des cellules en
alcaloides totaux par rapport a une culture en mode cuvée et d’augmenter de 132% la
productivité volumétrique. Une concentration en alcaloides totaux de 0,95 gL a ainsi
¢té obtenue en bioréacteur. L’atteinte d’une concentration en produit de 1’ordre du geL™!

représente souvent un jalon important dans le développement d’un bioprocédé.
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ABSTRACT

The main objective of this work was to demonstrate the applicability of a dynamic
modelling approach for plant primary metabolism in a context of bioprocess control and

optimization.

In the first part of this work, a nutritional modelling basis (developed in previous works
on hairy roots) was modified and applied to hairy roots and plant cells with the aim of
showing that a common dynamic modelling structure can be used for both tissue and
cell cultures. The nutritional model describes the mass balances (intra and extracellular)
on the three major constitutive plant nutrients (phosphate, nitrogen and sugars). The
major modification implemented in this work was a thorough description of nitrogen
storage and utilization by the cells. The kinetic parameters are determined using
experimental data from previous works on Catharanthus roseus and Daucu carota hairy
roots cultures as well as suspension cell cultures of Eschscholtzia californica. The
model accurately describes the experimental observations on growth and nutrition. This
work showed that a common modelling basis can be applied to both hairy roots and
suspension cultures. The predictive capacity of the model was also verified successfully
with experimental data on semi-continuous cultures of C. roseus and D. carota. These
results suggest that a more complete description of plant metabolism through a

metabolic model could be applied to both hairy roots and suspension cells.



The second part of this work focuses on the dynamic modelling of C. roseus hairy roots
primary metabolism. A partly kinetic metabolic model previously developed was
modified to describe hairy roots primary metabolism with a purely kinetic approach.
This approach allows for the description of the majors pathways of the primary
metabolism. This is the first fully dynamic model for hairy roots primary metabolism
presented in the literature. This modelling approach yields a lot of information, thus, a
visualization tool was developed to correctly assess all the simulations outputs. This
visualization is a schematic and dynamic presentation of the fluxes and metabolites
levels. It allowed the observation of a significant turnover rate of inorganic phosphate
(Pi) between the free form and the allocation to phosphated metabolites. Simulation
results suggest that this turnover rate is an important physiological parameter since it

correlate with the observed specific growth rate.

The dynamic metabolic model developed in the second part was then modified and
applied to suspension cultures of E. californica. The modifications were essentially for a
more precise description of Pi metabolism and Pi regulation in primary metabolic
pathways. In vivo *'P NMR experiments allowed obtaining data for a better calibration
of Pi regulation of metabolic pathways. The calibrated model was then used to develop a
control loop for cytoplasmic Pi with extracellular Pi as the manipulated variable. The
controller was implemented on the system and it was shown that it is possible to control

cytoplasmic Pi concentration in plant cells.



X1

Finally, the modelling approach developed in the second and third part of this work was
applied to bioreactors cultures of E. californica in a context of optimization of
secondary metabolites production. The model described bioreactor cultures in batch and
perfusion mode. A dynamic sensitivity analysis framework was developed and applied
to the model in order to identify potential targets for the improvement of the bioprocess.
The dynamic sensitivity results showed that a stabilization of the intracellular pools in
glucose and nitrogen would lead to a significant increase in cell productivity. This
culture strategy was implemented with a perfusion bioreactor. In order to feed the
medium proportionally to cells requirements, a method to estimate biomass from the
mass balance on dissolved oxygen was developed. The calibrated model and biomass
estimator were then used to perform a perfusion culture with the aim of optimizing the
alkaloids production through a stabilization of intracellular reserves. This approach
allowed increasing the cells specific productivity by 75% as compared to a batch culture
and the volumetric productivity was improved 2,3 fold. A total alkaloids concentration
0f 0,95 g*L"' was achieved. Obtaining a product concentration in the g*L" range is often

an important step in bioprocess development.
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AVANT-PROPOS

«La nécessité est la mere de |'inventiony

- Platon

L’humain utilise les végétaux depuis des temps immémoriaux. Que ce soit pour se
nourrir, se Vétir, s’abriter ou pour concevoir des concoctions aux propriétés
médicamenteuses bien précises, 1l fut possible pour les humains de trouver des especes
végétales répondant & leurs besoins. Une étape importante dans 1’évolution de
I’humanité est la domestication des plantes et ’apparition de 1’agriculture, un événement
qui se serait produit il y a environ 10 & 12 000 ans. L’humain passait, pour la premiére
fois, du role d’utilisateur au réle de manipulateur et d’expérimentateur sur le régne
végétal. La sélection des lignées a fort taux de croissance et plus productives en
protéines ou en glucides ainsi que 1’établissement de conditions de cultures optimales
furent les premiers problémes a résoudre. Incidemment, de nos jours, les mémes étapes

sont nécessaires lorsque vient le temps d’établir une culture cellulaire en laboratoire.

La domestication des végétaux amena une révolution au niveau de l’organisation
sociale. Il fallait maintenant quantifier précisément des inventaires, suivre les cycles

annuels, allouer des ressources dans le temps et 1’espace. L’écriture devint pratiquement



XXViil

indispensable pour les sociétés agraires. Une science fondamentale, les mathématiques,
allait également trouver, avec les débuts de I’agriculture, une de ses premicres
applications. Les systémes numériques se sont développés indépendamment a travers la
planéte, mais presque invariablement, on les a vus éclore aux mémes endroits que
I’agriculture : Mésopotamie, Egypte, Amérique du Sud, Chine. Les mathématiques,
peuvent, encore aujourd’hui, étre allies aux techniques expérimentales les plus pointues
en biologie végétale. Le contexte dans lequel ont été réalisés les travaux présentés dans
cette these est tres différent de celui qui a vu naitre ’agriculture et les mathématiques,
mais 1’1dée restera la méme qu’il y a 10 000 ans : mieux comprendre et utiliser une

espece végétale en utilisant les outils analytiques et expérimentaux disponibles.



CHAPITRE 1: INTRODUCTION

Le métabolisme secondaire des plantes est une source considérable de molécules
bioactives. Pour la plante, ces molécules servent de signal chimique, de réponse a un
stress ou de protection contre une agression externe. Pour ’humain, ces métabolites
secondaires peuvent étre utilisés pour traiter diverses maladies, infections ou
inflammations. La biotechnologie permet la production de ces molécules, mais il s’agit
l1a d’un probléme relativement complexe pour lequel plusieurs solutions sont encore a

découvrir.

Au niveau plus fondamental, la compréhension du métabolisme a avancé a pas de géant
depuis les premiers travaux en biochimie au début du siecle et la découverte de la
structure de ’ADN en 1953 par Watson et Crick. Aujourd’hui, des modeles
pratiquement complets existent pour décrire les dynamiques du métabolisme bactérien
(Tomita et al., 1999). Une telle approche reste limitée chez les plantes puisque le
génome est beaucoup plus volumineux et donc, le métabolisme beaucoup plus
complexe. Cependant, pour produire des métabolites secondaires avec des cellules ou
tissus végétaux, une bonne compréhension du métabolisme est nécessaire. Et dans ce

domaine, notre connaissance est encore tres partielle.



1.1 Problématique
La production de métabolites d’origine végétale est extrémement difficile, ce qui rend

ces molécules parfois trés coliteuses. Actuellement, la culture en champs ou en serres
reste I’option la plus viable. Mais ce type de culture offre un rendement volumétrique
trés faible, nécessite une longue maturation des plantes et une extraction élaborée. La
synthése chimique de ces molécules n’est pas encore techniquement aisée, vu leur
relative complexité, mais plusieurs molécules d’origine végétale sont maintenant
synthétisées in vitro. Cependant, des extraits végétaux riches en bases aminés pourraient
étre nécessaires pour une production rapide et peu cotteuse par un procédé hybride
incluant une étape de biosynthése et une de synthése chimique. Une autre option
envisagée pour produire des métabolites secondaires est la culture in vitro de cellules ou
de tissus végétaux. Bien que cette culture soit réalisée depuis les années 1950-60 avec
des résultats intéressants (Barz et al.,, 1977), le succés commercial pour une telle
technologie est toujours incertain. La méthode la plus courante pour obtenir de grandes
quantités de biomolécules est la mise a I’échelle d’un procédé utilisant une culture en
bioréacteur. Cette technologie est appliquée avec succés aux bactéries, levures et
champignons depuis les années 1950. Cette approche s’est avérée relativement ardue
avec les cellules et tissus végétaux. Les exemples de bioprocédés industriels utilisant les
cellules végétales restent rares depuis les derniéres années: Panax ginseng pour la
production de ginseng (Wu et Zhong, 1999) et Lithospermum erythrorhizon pour la
production de shikonine, un pigment (Yamamoto et al., 2002), sont des exemples de

réussite qui ressortent. En ce qui concerne plus spécifiquement la culture a grande



échelle de cellules végétales pour obtenir des alcaloides, la production de berbérine par
Coptis japonica (Mulabagal et Tsay, 2004) est rapportée dans la littérature. Le tableau
1-1 résume les différences existant entre les systemes (bactéries/levures versus plantes)
et les problémes ainsi présents en culture. Ce tableau n’est en aucun cas une liste
exhaustive de ces différences, mais il résume les écueils majeurs rencontrés lors du
développement d’un bioprocédé basé sur des cellules ou tissus végétaux. Une culture de
cellules végétales sera, de maniere générale, de plus longue durée, plus difficile a opérer
ou a optimiser et produira en moins grande quantité¢ une molécule plus difficile a

récupérer.

Tableau 1-1 Caractéristiques d’intérét biotechnologique pour les bactéries, levures et

cellules végétales

Paramétre Bactéries-levures Cellules végétales
Taille des cellules 1-5 um 10-20 pm
Taux de dédoublement = 1h = jours
Durée de culture 1-2 jours 1-2 semaines
Sensibilité au cisaillement Faible Elevée
Connal§sance? des voies Enticre Partielle
métaboliques
Clonage Facile Difficile
Production de Associée a la Non-associée a la
biomolécules croissance croissance
Accumulation du produit Intracellulaxrg ou Intracellulaire
Extracellulaire
Concentration en produit 10-50 g/L 0,1-1 g/L




Chacun des problémes mentionnés au Tableau 1-1 peut étre abordé séparément ou de
maniere intégrée. Les solutions technologiques a ces problémes seront présentées plus
en détail dans la revue de la littérature. Dans 1’optique de développer un bioprocédé
efficace avec les cellules en suspension, un bioréacteur a perfusion a été mis au point par
De Dobbeleer et al. (2006) dans le cadre des travaux de recherche du groupe Bio-P2. Ce
bioréacteur utilise des colonnes de pompage pour séparer les cellules du milieu par
sédimentation et permettre la circulation de ce demnier dans une boucle externe
contenant la phase d’extraction. Bien que technologiquement au point, ce syst¢éme n’a
pas permis d’obtenir une bonne productivité avec des cellules de pavot de Californie
(Eschscholtzia  californica), une espece cellulaire produisant des alcaloides
benzophénanthridines. La stratégie d’extraction a peut-étre causé cette variation de la
productivité, tel qu’observé par Klvana et al. (2004). Il a également été supposé qu’une
mauvaise stratégie de culture était responsable de ce probléme de faible productivité. En
effet, il a ét¢ démontré pour les cellules d’E. californica que les dynamiques
d’accumulation de nutriments sont un facteur critique dans le maintient de la
productivité en alcaloides (Lamboursain et Jolicoeur, 2005). 11 existe donc un lien clair
entre les métabolismes primaire et secondaire chez les cellules végétales, et une
allocation inadéquate des ressources nutritionnelles entre ces voies métaboliques
pourrait expliquer les probléemes observés au niveau de la productivité. Afin
d’éventuellement cerner et d’optimiser les conditions critiques de culture cellulaire, des
modeles ont été développés pour la nutrition (Jolicoeur et al., 2003) et le métabolisme

(Leduc et al., 2006) des racines transformées de Daucus carota et Catharanthus roseus.



Les deux modéles permettent de décrire les concentrations intracellulaires en nutriments
et sont donc des outils pour améliorer notre compréhension des liens entre nutrition,
croissance et production. Ces modéles n’ont pas été appliqués aux cellules en
suspension. D’un point de vue technologique, ces cellules sont plus faciles a cultiver en
bioréacteur, notamment a cause d’une meilleure uniformité et d’une croissance plus
rapide (par rapport aux racines transformées). D’autre part, bien que les modeles soient
au point pour décrire les observations expérimentales, leur utilit¢ pour des fins de
prédiction, d’optimisation ou de commande de bioprocédé n’a pas été démontrée lors

des travaux antérieurs.

1.2 Objectifs de la recherche

L’objectif principal de ce travail est donc d’adapter un modéle métabolique a des
cultures en suspension d’E. californica et d’utiliser ce modéle pour des fins de
commande sur les concentrations intracellulaires en nutriments. Le modéle sera
également utilis€ pour développer une stratégie d’alimentation en bioréacteur a

perfusion dans I’optique d’améliorer la productivité en métabolites secondaires.

1.3 Méthodologie et organisation
Le corps de cette thése comporte 6 parties. Le chapitre 2 présente une revue de la

littérature sur la nutrition et le métabolisme primaire des cellules végétales ainst que les
problématiques et particularités s’y rapportant. Les dynamiques de culture particuliéres

aux cellules végétales seront énumérées. Les recherches sur la modélisation



nutritionnelle et métabolique seront également passées en revue afin de déterminer les
approches possibles autant pour la modélisation que pour les méthodes de prédiction, de
modulation et d’optimisation du métabolisme. La littérature sur les stratégies de cultures
pour les bioprocédés utilisant les cellules végétales sera également passée en revue. Le
chapitre 3 présente les principales méthodes expérimentales et analytiques utilisées lors
des travaux. Le quatriéme chapitre constitue une étude sur I’applicabilit¢ d’une base
commune de modélisation nutritionnelle a des racines transformées et des cellules en
suspension. La capacité de prédiction du modeéle nutritionnel y est également vérifiée.
Ceci a permis d’émettre ’hypothése qu’une base de modélisation métabolique
(relativement plus complexe) serait également transférable des racines aux cellules en
suspension sans perdre sa capacité descriptive et prédictive. Ces travaux ont été acceptés
pour publication dans la revue Biotechnology and Bioengineering sous le titre : ‘A
Predictive Nutritional Model for Plant Cells and Hairy Roots’. Le chapitre 5 présente
les premiers travaux de modélisation métabolique. Un modeéle métabolique partiellement
cinétique développé lors de travaux antérieurs a été modifié pour représenter de maniére
completement dynamique les voies du métabolisme primaire des racines transformées
de C. roseus. Une visualisation des voies métaboliques a également été établie afin de
cerner les caractéristiques principales du systeme. Cette modélisation constitue une base
intéressante pour décrire les voies du métabolisme primaire des espéces végétales en
culture puisqu’elle ne nécessite aucune hypothése de régime permanent. Un manuscrit
contenant ces travaux, ‘Dynamic flux cartography of hairy roots primary metabolism’ a

été publié dans la revue Phytochemistry. Au chapitre 6 la suite des travaux sur la



modélisation métabolique est décrite. Le modele métabolique dynamique présenté au
chapitre précédent a été appliqué a des cultures en suspension d’E. californica. Des
données provenant d’expériences de perturbation en RMN in vivo sur le *'P ont permis
d’établir et de calibrer des équations du modele pour décrire certains effets régulateurs
du phosphate inorganique sur le métabolisme primaire. La précision du modéle a permis
de mettre au point une boucle de commande pour le phosphate cytoplasmique et cette
commande a été implantée expérimentalement avec succes. Un troisieme manuscrit
présente ces travaux : « Kinetic metabolic modelling for the control of plant cells
cytoplasmic phosphate ». Cet article a été soumis a la revue Metabolic Engineering.
Finalement, le septieme chapitre présente une application de la modélisation
métabolique a des cultures en bioréacteur dans une optique d’optimisation de la
production en métabolites secondaires. Le modéle métabolique a donc été soumis a une
analyse de sensibilit¢ dynamique afin d’identifier les facteurs -critiques dans
I’établissement d’une stratégie de culture. L’implémentation expérimentale d’une
stratégie prometteuse a été effectuée et les résultats concordent avec les prédictions du

modeéle.



CHAPITRE 2: REVUE DE LA LITTERATURE

Une bonne compréhension du métabolisme des cellules végétales nécessite forcément
des connaissances de base sur les aspects physiologiques, physico-chimiques et
nutritionnels des plantes. Les principales voies du métabolisme végétal étudiées dans ce
travail seront également passées en revue, puisqu’elles constituent le systeme que I’on
cherchera a émuler via la modélisation. L’aspect dynamique du comportement des
cellules végétales en culture est également incontournable pour arriver & une bonne
compréhension du systeme a I’étude, parce que les plantes ont des dynamiques trés
particuliéres que 1’on ne retrouve pas toujours chez les autres types de cellules. La
régulation métabolique chez les plantes présente également quelques particularités
importantes, comme ’influence critique des concentrations en nutriments et métabolites
dans la modulation de D’activité enzymatique de plusieurs voies. Pour décrire ces
dynamiques, plusieurs outils de modélisation sont disponibles, ils seront également
passés en revue. Vu la relative rareté des modeles métaboliques pour les cellules
végétales, une connaissance générale des outils d’analyse du métabolisme sera fort utile
et riche en applications possibles. Ces différents angles de vue (physiologie végétale,
dynamiques de culture, régulation et modélisation métabolique) se recouperont lorsque
viendra le temps d’émettre des hypothéses, d’utiliser et d’adapter un modéle
mathématique ou tout simplement lorsque viendra le temps de développer et

d’implémenter une application dudit modeéle. Puisque la finalité technologique de ce



projet reste une culture productive en bioréacteur, la littérature sur les différentes

approches de culture sera également passée en revue.

2.1 Physiologie végétale

Les cellules de plante sont des eucaryotes possédant une structure complexe. La Figure

2.1 présente cette structure.
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Figure 2.1 Structure d’une cellule végétale

La paroi des cellules végétales est rigide et composée de cellulose, un polymére de
glucides. Cette paroi a, avant tout, un role structurel, en donnant sa forme et sa rigidité a
la cellule végétale. Les cellules végétales posseédent également une membrane plasmique

faite d’une double couche de phospholipides. Les glycolipides peuvent également
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s’intégrer dans la structure des cellules végétales. La paroi cellulaire contient, dans une
moindre mesure, des protéines. Il s’agira principalement de protéines structurelles et de
complexes transporteurs pour les nutriments. Les lipides et protéines composent aussi
les parois des différents compartiments cellulaires. Les compartiments majeurs de la
cellule végétale sont le cytoplasme, la vacuole, les plastes (chloroplastes, leucoplastes),
les mitochondries et le noyau. Le cytoplasme est conventionnellement divisé en deux
parties : le cytosol et les autres organelles et compartiments. Le cytosol est le fluide
emplissant I’espace intracellulaire et ou se produisent la majorité des réactions reliées au
fonctionnement de base de la cellule : voies du métabolisme primaire, transcription des
protéines etc. Cependant, chez les cellules végétales, la compartimentation fait en sorte
que plusieurs réactions peuvent avoir lieu tant dans le cytosol que dans un autre
compartiment, comme la vacuole ou les plastes. La vacuole est utilisée principalement
pour le stockage des nutriments (phosphate, azote, sucres), des ions (potassium, chlore)
et de certains déchets intracellulaires. De plus, la vacuole peut aider a contréler la
quantité¢ d’eau présente dans la cellule. Cette fonction est trés importante puisque les
cellules végétales ont un contenu en eau trés €élevé. La masse des cellules végétales est
constituée de 90 a 95% d’eau, ce qui implique que la biomasse occupe un volume
considérable dans une culture de cellules végétales. Si cette particularité n’est pas prise
en compte, il peut en résulter des erreurs significatives dans la performance d’un mode¢le
ou dans I’évaluation des parametres physiologiques de la culture (Zhang et al., 1998).
Dépendamment des lignées cellulaires et des conditions de culture, la vacuole va

occuper de 30 a 90% du volume intracellulaire. Les plastes, plus particuliérement les
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chloroplastes, sont les organelles responsables de la photosynthése chez les plantes
entieres. Pour des cellules végétales en culture (donc non photosynthétiques), les
amyoplastes servent pour le stockage des saccharides et polysaccharides, comme
I’amidon. Les mitochondries sont les organelles ou se produisent les réactions de la voie
des acides tricarboxyliques (cycle TCA) et la respiration aérobique. Ces réactions sont
responsables de la majeure partie de I’apport énergétique de la cellule, via I’oxydation
du pyruvate pour générer des molécules de NADH qui a leur tour vont étre utilisées
pour la régénération d’ATP a partir d’ADP et de Pi via la phosphorylation oxydative. Le
noyau, quant a lui, contient le matériel génétique de la cellule et il participera ainsi au
controle de I’activité des voies enzymatiques via les divers mécanismes de régulation
génétique. Le tableau 2-1 présente la composition massique moyenne d’une cellule de

plante (Epstein, 1972).

Tableau 2-1 Composition massique d’une cellule de plante

Composant Proportion (%)
Carbone 45
Oxygene 45

Hydrogene 6

Azote 1,5
Potassium 1
Calcium 0,5
Phosphate 0,2
Magnésium 0,2
Soufre 0,1
Silicium 0,1

mangangse, zinc, fer, nickel,

. \ traces
bore, cuivre, molybdéne, chlore
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2.1.1 Nutrition végétale et stockage
Trois nutriments constitutifs majeurs sont utilisés par les cellules végétales non

photosynthétiques : les glucides, I’azote et le phosphate. L’oxygene n’est pas considéré
ic1 comme un nutriment constitutif, bien qu’il soit assimilé par le milieu extracellulaire
et serve pour les fonctions respiratoires de base de la cellule. L’oxygéne ainsi utilisé n’a
cependant pas de role structurel. Son influence cruciale sur le métabolisme sera
cependant considérée dans cette revue de littérature. La capacité de stockage de
nutriments est un élément fondamental de la nutrition chez les plantes, puisque ce sont
des cellules qui doivent sans cesse s’adapter a un environnement trés variable. Les

différents mécanismes de stockage seront donc passés en revue a la section 2.3.

2.1.2 Glucides
Les glucides, plus précisément le glucose (GLC) et le fructose (FRU) sont la principale

source de carbone chez les plantes non photosynthétiques. Ils alimentent la voie de la
glycolyse et des pentoses phosphate. Ils peuvent provenir du saccharose (‘sucrose’,
SUC), via son hydrolyse par les invertases (Sturm, 1999) ou via la saccharose synthase
qui, sous certaines conditions physiologiques, transforme le saccharose en fructose et en
UDP-Glucose (Huber et Huber, 1996). Le SUC présent dans un milieu extracellulaire
pourra donc étre converti et acheminé vers le cytoplasme. Les cellules végétales sont
donc capables d’assimiler directement le GLC et FRU par le milieu extracellulaire. Des

transporteurs a simple affinité (avec symport de proton) permettent de transférer les
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hexoses extracellulaires dans le cytoplasme (Tanner et Caspari, 1996). Les glucides
peuvent étres accumulés intracellulairement, mais leur phosphorylation par les
hexokinases est généralement rapide. Divers mécanismes de stockage permettent donc a
la plante d’accumuler les glucides. Ils peuvent étre stockés sous forme d’amidon dans
les plastes et sous forme de saccharose dans la vacuole. Lors d’une limitation en
glucides, I’amidon peut étre canalisé vers la glycolyse via D’action de ’amidon
phosphorylase. Le stockage d’amidon a partir de glucose-6-phospate (G6P) permet
également de produire du pyrophosphate (PPi) qui peut a son tour servir de source de Pi
et de source d’énergie. En effet, lors d’une limitation en Pi, le PPi peut remplacer I’ATP
dans certaines réactions de la glycolyse (Plaxton, 1998). Les hexoses sont également
utilisés pour produire la cellulose, un constituant des parois cellulaires. Le flux de
carbone vers la production d’hexoses structuraux peut méme étre, sous certaines

conditions, un efflux majeur de carbone du métabolisme (Delmer et Haigler, 2002).

2.1.3 Nitrate et ammonium
Le nitrate et ’'ammonium sont les sources d’azote pour la synthése des acides aminés et

donc ultimement, pour la synthése des protéines, nucléotides et facteurs de croissance.
Le nitrate n’est pas incorpor¢ directement dans les voies métaboliques, mais il est plutot
réduit en nitrite et ensuite en ammoniaque par les nitrates réductases et les nitrites
réductases. Puisque le pH cytoplasmique est d’environ 7 et que le pKa du couple
ammonium/ammoniaque est de 9,25, I’équilibre est fortement dirigé vers I’ion

ammonium. Cet ion ammonium, provenant soit de I’assimilation du nitrate ou de



14

I’accumulation directe par le milieu extracellulaire, peut ensuite étre incorporé par
fixation sur le 2-oxoglutarate, un intermédiaire du cycle TCA. Le produit de cette
réaction est le glutamate, un acide amin€ qui est utilisé par transamination pour produire

les autres acides aminés (Michal, 1999).

2.1.4 Phosphate

Le phosphate est utilisé¢ principalement chez les plantes sous forme de phosphate
inorganique (Pi) ou de pyrophosphate (PPi). Le phosphate se retrouve dans les
phospholipides, constituants majeurs des membranes cellulaires, dans les nucléotides et
dans les navettes énergétiques (ATP, UTP, CTP, GTP). De plus, le phosphate joue un
role primordial dans la régulation du métabolisme par la
phosphorylation/déphosphorylation des enzymes. Le phosphate intervient dans plusieurs
réactions du métabolisme primaire, que ce soit de facon directe ou indirecte, par la
phosphorylation de métabolites. Par exemple, la phosphorylation des hexoses est un
mécanisme extrémement important pour la glycolyse. Cette premicre étape,
compromettante puisque tres endothermique, fixe un atome de phosphate sur le glucose.
Cet atome de phosphate sera libéré lors de la conversion du phosphoénolpyruvate en
pyruvate. C’est donc dire que les intermédiaires métaboliques de la glycolyse
contiennent pratiquement tous une molécule de phosphate, bien que celle-ci ne soit pas «
fixée » de maniere permanente dans une structure cellulaire (paroi, membrane etc.). Une
limitation en Pi aura donc, inévitablement, un effet marqué sur la glycolyse. Dans des

conditions naturelles (plantes entiéres) le phosphate est généralement 1’é1ément limitant,



15

présent a des concentrations de 1’ordre de 1 uM dans le sol (Schachtman et al., 1998).
Pour les cultures in vitro, le phosphate est évidemment présent a des concentrations plus
élevées, de I’ordre de 0,1 a 1 mM, mais 1l est tout de méme 1’élément limitant dans la
plupart des milieux de culture. Les plantes possédent divers mécanismes d’adaptation
physiologique et métabolique aux limitations en Pi. Physiologiquement, les plantes
peuvent exsuder des agents chélateurs pour solubiliser le Pi extracellulaire (Delucia et
al., 1997; Schatchman et al., 1998), de plus, les plantes possédent des mécanismes
d’activation des transporteurs a haute affinité pour augmenter leur capacité de transfert
en Pi dans des conditions limitantes (Clarkson et al., 1978; Lee et al., 1990; Liu et al.,
1998). Au niveau métabolique, plusieurs réactions du métabolisme primaire peuvent
utiliser le PPi au lieu du Pi lors d’une limitation, ce qui permet une meilleure utilisation
des ressources phosphatées (Plaxton, 1998). Il est reporté dans la littérature qu’une
limitation en Pi peut induire une dégradation des nucléotides (Abel et al., 2000), ce qui
aurait pour but de ralentir la croissance et/ou de réallouer du Pi pour des fonctions
cellulaires de maintenance. Le Pi, comme plusieurs autres nutriments, peut également

étre stocké par les plantes, un sujet qui sera revu a la section 2.3.

2.1.5 Autres éléments
D’autres macronutriments sont présents chez les cellules végétales, comme le potassium

qui se retrouve a des concentrations cytoplasmiques de 100 mM (Clarkson et Hanson,
1980) et dont le réle est de participer a la régulation du potentiel transmembranaire. Le

chlore sert de contre ion pour assurer 1’électroneutralité de 1’espace cytosolique. Le
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magnésium a un role important dans 1’activation des enzymes impliquées dans les voies
de la respiration, de la photosynthese et de la synthése d’ADN et d’ARN (Taz et Zeiger,

1998).

2.2 Métabolisme végétal
Les travaux présentés dans cette thése portent essentiellement sur la modélisation du

métabolisme primaire des cellules végétales. Les voies enzymatiques principales du
métabolisme primaire seront donc présentées dans cette section. Les voies du
métabolisme secondaire de E. californica seront également présentées. Bien que la
modélisation du métabolisme secondaire ne fasse pas partie des objectifs de ce travail,
une bonne compréhension des liens entre métabolismes primaire et secondaire est

importante afin de bien saisir les problématiques encourues.

2.2.1 Métabolisme primaire des cellules végétales non
photosynthétiques

La glycolyse est la principale source d’agents réducteurs, tel le pyruvate, chez les
cellules végétales. Elle produit, de maniére nette, 2 molécules d’ATP et 2 molécules de
nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH) pour chaque molécule de glucose
oxydée en 2 molécules de pyruvate. Cependant, la glycolyse peut tout de méme étre
limitée par une carence €nergétique, puisque les premieres étapes demandent un apport
d’ATP. La Figure 2.2 (adapté de Plaxton, 1996 et Plaxton, 1998) présente les principales

voies de la glycolyse chez les plantes. Puisque le G6P peut provenir aussi bien de la



17

phosphorylation du glucose ou de la dégradation de 1’amidon, les réactions, a partir du
glucose-1-P, peuvent se produire autant dans le cytosol que dans les plastes. En
limitation de phosphate, les réactions de la glycolyse pourront tout de méme étre
favorisées par des enzymes non dépendantes du Pi ou de ’ATP/ADP (Plaxton, 1996;
Plaxton, 1998). Ces mécanismes d’adaptation doivent €tre considérés lors de I’étude de

la régulation métabolique chez les plantes.

Une autre voie importante pour le métabolisme du carbone est celle des pentoses
phosphates (Figure 2.3). Cette voie, qui peut se produire en parallele avec la glycolyse
(les deux voies partagent plusieurs intermédiaires), sert essentiellement a réduire la
nicotinamide adénine dinucléotide phospahte (NADP") en NADPH. Les squelettes a 4
ou 5 carbones sont également produits par cette voie et alloués a diverses fonctions
cellulaires, comme la synthése des acides nucléiques (Bramley, 1997) ou des acides

aromatiques. De plus, cette voie est inhibée lorsque le ratio NADPH/NADP est élevé.
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(adapté de Plaxton, 1996, avec la permission de Annual Review of Plant Physiology and

Plant Molecular Biology, Volume 47, ©1996, www.annualreviews.org).
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Figure 2.3 Voie des pentoses phosphates

Finalement, le cycle de I’acide citrique (TCA, Figure 2.4) permet d’oxyder le pyruvate
provenant de la glycolyse afin de produire des agents réducteurs (NADH) pour la chaine
respiratoire. Les intermédiaires du cycle TCA peuvent également étre utilisés dans la

synthese de diverses molécules, comme les acides aminés (voir section 2.1.1.2). Le
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cycle TCA est également la source principale de production de dioxyde de carbone
(CO2), qui est excrété chez les plantes non photosynthétiques. L’équilibre entre la
production de CO2 par le TCA et la consommation d’oxygene fait en sorte que le ratio
molaire de production de CO2 et de consommation d’oxygéne est de 1, du moins pour la
glycolyse en mode aérobie. Ce ratio, le quotient respiratoire (RQ), est un paramétre
physiologique trés important puisqu’il permet de détecter certains changements

métaboliques, comme par exemple une limitation en glucose.
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La chaine respiratoire (Figure 2.5) chez les cellules eucaryotes se produit également
dans les mitochondries. Par ce mécanisme, des électrons sont transférés de donneurs
(NADH et dans une moindre mesure, FADH,) au principal agent oxydant, I’O2, avec
formation d’eau. Les complexes d’oxydoréductases (I a IV) permettent le transfert
graduel des électrons entre I’espace intermembranaire (cytosol) et 1’espace
mitochondrial. Ceci cause une augmentation de la concentration en é€lectrons dans les
mitochondries et le gradient électrochimique ainsi induit fournit 3 ’ATP synthétase
I’énergie nécessaire pour phosphoryler une molécule d’ADP. De plus, le transfert
graduel par les complexes permet une meilleure utilisation du potentiel du NADH.
Généralement, 1’oxydation d’une molécule de NADH permettra de régénérer

approximativement 2,5 molécules d’ATP (Brownleader et al., 1997b).
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Finalement, le métabolisme primaire fournit les squelettes moléculaires pour les voies
du métabolisme secondaire. Pour les especes utilisées lors des présents travaux, la
sécologanine, le tryptophane et la tyrosine sont des intermédiaires clés entre le
métabolisme primaire et les voies de synthéses des alcaloides. Le tryptophane et la
tyrosine sont des acides aminés qui proviennent du chorismate, qui lui est synthétisé par
la voie des acides shikimiques (Michal, 1999; Hermann et Weaver, 1999). La voie des
acides shikimiques utilise le phosphoénolpyruvate (PEP) et 1’érythrose-4-phosphate
(E4P) pour synthétiser du chorismate (CHO). La réaction globale de biosynthése du

chorismate est la suivante :

2 PEP + E4P + ATP + NADH — CHO + 2 Pi + NAD" + ADP

Et le chorismate est ensuite converti en tryptophane via 1’anthranilate. Les réactions
utilisent du glutamate (GLU), du 5-P-Ribosyl-pyrophosphate (SPRPP) et de la sérine
(SER) pour produire du tryptophane, du pyrophosphate (PPi), du pyruvate (PYR) et du

glycéraldéhyde-3-P. La réaction globale s’écrit comme suit :

CHO + GLU + 5PRPP + SER — Tryptophane + PPi + G3P +2 PYR

Le tryptophane alimentera la tryptophane décarboxylase (No€ et al., 1984), ce qui

produira de la tryptamine (TRY), un précurseur important du métabolisme des
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alcaloides chez C. roseus. La tryptophane décarboxylase est fortement activée en cas de
réponse a une attaque externe par des ¢léments pathogénes (Menke et al., 1999). Le
chorismate peut également étre converti en tyrosine, un acide aminé qui est le précurseur
des alcaloides benzophénanthridines chez E. californica. La réaction globale est la

suivante :

CHO + GLU + NAD" — TYR + OXO + NADH + CO2

La tyrosine peut ensuite étre convertie par les enzymes du métabolisme secondaire pour
former les alcaloides benzophénanthridines, dont les voies seront vues a la section
suivante. L’autre précurseur pour le métabolisme secondaire de C. roseus est la
sécologanine (SEC). La sécologanine provient de I’isopentényl pyrophospahte (IPP) qui
lui est synthétisé par la voie de I’acide mévalonique, une voie qui utilise I’acétyl-
Coenzyme A et le NADPH via plusieurs réactions enzymatiques (Taiz et Zeiger, 1998).
L’IPP est ensuit converti en sécologanine via une série de réactions enzymatiques
(Meehan et Cocsia, 1973; Yamamoto et al., 2000). La réaction globale de synthése de la

sécologanine a partir de métabolites primaires peut donc s’écrire comme suit :

3 ACOA +2 NADPH + 3 ATP — SEC +2 NADP + 3 ADP + 3 Pi

La sécologanine et le tryptophane sont ensuite condensés par la strictosidine synthétase

(McKnight et al., 1990) pour former la strictosidine, qui alimentera le métabolisme des
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alcaloides indoles chez C. roseus. Tout comme pour la tryptophane décarboxylase, la
strictosidine synthétase est activée par les mécanismes de défense cellulaire (Menke et

al., 1999).

2.2.2 Métabolisme secondaire des cellules végétales
Les voies du métabolisme secondaire sont tres différentes d’une espéce végétale a

I’autre. Chez les plantes entieres, les métabolites secondaires peuvent servir pour la
signalisation chimique, pour la défense contre une agression externe (herbivores,
pathogeéne) ou pour la pigmentation. Les métabolites secondaires d’intérét produits par
les cellules d’E. californica et C. roseus font partie de la famille des alcaloides, des
molécules aux nombreuses propriétés d’intérét pharmacologique. Les alcaloides
produits par E. californica sont les alcaloides benzophénanthridines, dont les voies de
biosynthése sont présentées a la Figure 2.6 (Klvana et al., 2004). Tel que vu a la section

2.2.1, ils proviennent de la tyrosine, un acide aminé issu de la voie du chorismate.
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Figure 2.6 Voies des alcaloides benzophénanthridines chez E. californica
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2.3 Dynamiques des cellules végétales en culture
De par leur croissance lente et leur capacité d’accumuler des nutriments et de

compartimenter des réactions, les cellules végétales possédent des dynamiques de
culture tres particulieres qui les différencient des autres cultures cellulaires. Les
principaux phénomenes dynamiques caractéristiques aux cellules végétales seront donc

passés en revue.

2.3.1 Transport et accumulation des nutriments
Dans un environnement naturel, les cellules végétales ont besoin de plusieurs

mécanismes d’adaptation physiologique et métabolique afin de préserver leurs fonctions
de base malgré un environnement changeant (cycle circadien, pluie, sécheresse,
appauvrissement du sol etc.). Un des exemples de cette capacité d’adaptation par le
stockage est la fixation du CO, sous forme de sucres par la photosynthése (jour) et la
réutilisation de ces sucres en I’absence de lumiére (nuit). La cellule végétale maintient
ainsi son métabolisme en fonction, malgré que sa principale source d’énergie ne soit pas
toujours disponible. Les cellules utilisées dans ces travaux ne sont pas en mode
photosynthétique, mais le méme phénoméne d’accumulation de nutriments est tout de
méme observé en culture. Cependant, la dynamique est différente puisque les cellules en
culture accumulent les nutriments par le milieu extracellulaire. De plus, cette
accumulation n’est pas limitée aux sucres, mais elle inclut également le phosphate et
’azote. Ces mécanismes requicérent donc une grande capacité de transport, a la fois actif

et passif, ainsi que des structures intracellulaires pour stocker les nutriments et les



27

réutiliser de maniére optimale. La Figure 2.7 schématise (partiellement) ces phénomenes

de transport et stockage chez les cellules végétales :
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Figure 2.7 Transport et accumulation des nutriments chez les plantes.

Par simplicité, seul le transport du glucose est montré, mais les mémes phénoménes
s’appliquent au fructose et au saccharose, bien que le saccharose ne soit pas toujours
transporté intracellulairement, tel qu’observé par Jolicoeur et al. (2003) pour des racines
transformées de Daucus carota. Dans ce cas, comme pour les racines de C. roseus, le
saccharose est hydrolysé par les invertases apoplastiques et les unités de glucose et
fructose sont transportées a I’intérieur de la cellule. Les phénomenes de stockage sont
tres nombreux et seuls les plus importants d’un point de vue métabolique et constitutif
seront considérés ici. Les transporteurs de nutriments sont des enzymes situées sur les
parois cellulaires qui facilitent ’entrée des nutriments dans I’espace cytoplasmique. Cet

échange, s’il est actif, s’accompagne d’un échange de proton (symport) par les H*-
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ATPases. Le flux de nutriment transféré dans la cellule peut étre décrit par une cinétique

de Michaelis-Menten :

1 .0 S
v(S;)= _max; ¢t 21
KSI'+ Si

ou v(Si) est la vitesse de transport du nutriment S; : EPi, ENO3, ENH4, EGLC ou autre.
Cette cinétique reste la facon la plus courante de décrire les taux de réactions
enzymatiques, bien que des comportement plus complexes soient observés (Hill et al.,
1977). Dans le cas des transporteurs actifs, le transport sera également modulé par la
concentration en ATP dans la cellule. On peut donc préciser le transport en ajoutant un

terme, toujours selon la cinétique de Michaelis-Menten :

V Y
v (Sl): max.,? i . ATP 2-2
KSi+ Si KATP+ ATP

Ainsi, phénoménologiquement, le transport est modulé a la fois par la concentration
extracellulaire en nutriment et par la concentration intracellulaire en ATP (activation du
symport de proton). En supposant que 1’affinité des symports pour I’ATP soit invariante,
chaque transporteur a donc deux paramétres cinétiques: un taux maximum
d’accumulation (V,.;) et une constante d’affinité (Ks). Chez les plantes, on recense dans

la littérature des systémes de transport a basse affinité (LA) et a haute affinité (HA) pour
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le Pi, ’ammonium et le nitrate. Les systémes a haute affinité sont généralement induits
par des faibles concentrations extracellulaires, tandis que les transporteurs a basse
affinité sont constitutifs, voire basés sur des phénomeénes diffusifs. Ceci explique en
partie que les transporteurs a basse affinité ne soient pas toujours bien définis
cinétiquement dans la littérature (v, non identifié). Ces différents mécanismes de
transport (inductible, constitutif, HA, BA et diffusif) permettent a la plante de « moduler
» I’effort investi dans le transport des nutriments et de s’adapter a son environnement.
Les sucres, eux, sont généralement assimilés par des transporteurs a simple affinité. Le

tableau 2-2 résume les systemes de transport utilisés par les plantes.
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Tableau 2-2 Transport des nutriments chez les plantes

Nutriment Transport Parameétres cinétiques Co- Références
transport
Vinar = 0,05-20 pmoleg'sh™! . Mimura et al., 1990
HA Ko = 2-5 uM 24 H Mimura, 1999
Raghothama, 1999
Jolicoeur et al., 2003
Pi Furihata et al., 1992
BA Vinax = 0,1-40 pmoleg™'<h™! » Ulrich-
K = 0,05-1 mM Eberius et al., 1981
Beever et Burns, 1980
Chrispeels et al., 1999
Schmidt et al., 1992
HA Vimax = 0,3-0,82 pmoleg'+h’ > H* Crawford et Glass, 1998
Kan = 5-200 pM Williams et al., 2000
HA Vinay = 3-8 pmoleg'sh" . Forde, 2000
inductible Kn = 20-100 uM Kronzucker et al., 1999
NO3 Cerezo et al., 1997
o Filleur et Daniel-Vedele,
BA Vimax = 3 - 8§ pmoleg™¢h » 1999
Ky =0,1-50 mM Chrispeels et al., 1999
Glass et al., 2002
HA Vinax = 5 pmoleg'eh’! .
K= 50 uM Kronzucker et al., 1999
NH4 BA Ve = 1. d. Britto et al., 2001
K. > 500 uM
Vimax = 5 pmoleg'sh™! .
Saccharose H
Kn=0,14 -2 mM Lemoinde, 2000
Vinax = 0,17 umolsg'sh’! . Jolicoeur et al., 2003
Sucres  Glucose K.~ 5 mM H Leduc et al., 2006
Vimar = 0,17 pmolegeh! . Williams et al., 2000
Fruct >
ructose K.~ 5 mM H

Apres leur entrée dans la cellule, les nutriments peuvent étre utilisés directement dans le
cytoplasme pour les réactions du métabolisme primaire ou ils peuvent €tre stockés dans
les différents compartiments cellulaires, compartiments ou peuvent ¢galement se
produire certaines réactions métaboliques. Le cytoplasme agit également comme un
premier réservoir pour ces nutriments puisque des variations considérables en

concentrations cytoplasmiques sont rapportées dans la littérature. Sans entrer dans les
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détails biomoléculaires du stockage de chaque nutriment, notons que ces mécanismes et
compartiments servent généralement a maintenir des conditions relativement constantes
pour les réactions du métabolisme primaire face a un environnement extracellulaire
variable. De plus, la compartimentation peut également aider a diminuer I’effet d’une
molécule toxique, comme un métabolite secondaire ou les déchets cellulaires, qui sont
accumulés dans la vacuole. Pour chaque nutriment, il existe également des systémes
d’efflux vers le milieu extracellulaire afin d’éviter I’accumulation a des niveaux qui
pourraient étre toxiques. Ces systémes ne sont pas passés en revue ici puisque le corps
des travaux de cette thése ne traitera pas de ce sujet. Le tableau 2-3 résume les
différentes possibilités de stockage pour les nutriments et métabolites et les mécanismes

impliqués.
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Tableau 2-3 Localisation et stockage des nutriments et métabolites chez les plantes

Elément Compartl.ment Concentrations  Particularités Références
cellulaire
Le transport dans
cytoplasme 5-30uM la vacuole peut Plaxton, 1998
Pi étre actif et régulé Mimura et al., 1990
vacuole 0-120 pM par le P1 Raghothama, 1999
cytoplasmique
Un apport
d’énergie est Miller et Smith, 1992
NO3 cytoplasme 10-40mM nécessaire pour Crawford et Glass,
vacuole 0-100 mM transporter le 1998
nitrate dans la Kronzucker et al., 2000
vacuole
cytoplasme 4-20mM d’i;;:?;lirel?sés Kronzucker et al., 2000
NH4 eut se produire Fischer et al., 1998
vacuole 0-5S mM P P Roberts et Pang, 1992
dans les plastes
Rontein et al., 2002
cytoplasme 0.4 -6mM Les sucres sont Lemoinde 2000
stockés sous forme Avigad et Dey, 1997
Sucres vacuole 0,02 - 20 mM d’amidon dans les Leidreiter et al., 1995
i plastes Winter et al., 1994
plastes 0.1- 14mM Heineke et al., 1994
La
compartimentation
Alcaloides vacuole 2-5 uM et ’exsudation Blom et al. 1990

diminuent les
effets cytotoxiques

La dynamique de gestion entre les nutriments extracellulaires et les bassins

intracellulaires déterminera le comportement nutritionnel et métabolique des cellules en

culture. Un exemple important a ce chapitre est la dynamique du phosphate. Pour une

culture en suspension, le phosphate extracellulaire est généralement épuisé du milieu de

culture apres quelques heures et les bassins intracellulaires vont sustenter la croissance

pendant plusieurs jours. La Figure 2.8 montre une telle dynamique pour des cellules de

E. californica en suspension (données expérimentales de Lamboursain et Jolicoeur,

2005).
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Figure 2.8 Dynamique du phosphate chez E. californica en culture cuvée

La Figure 2.8 montre que le Pi extracellulaire est rapidement assimilé (4h pour une
culture de 10 jours), ce qui cause une nette augmentation des réserves intracellulaires.
Ces réserves permettront a la cellule de batir les bassins de métabolites nécessaires a la
croissance : nucléotides, phospholipides, sucres phosphatés etc. On remarque cependant
que les réserves de Pi libre (cytoplasmique + vacuolaire) atteignent un minimum aprés 3
jours. En effet, la mesure de Pi libre aprés 3 jours est indifférenciée, statistiquement, des
mesures pour les jours subséquents. Et pourtant, la croissance continue bien aprés ces 3
premiers jours. Il y a donc fort probablement une allocation dynamique des ressources

en phosphate dans les voies du métabolisme primaire. L’étude du métabolome des

33
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cellules végétales (Fernie, 2003; Fiehn, 2006) montre que les intermédiaires
métaboliques des voies du métabolisme primaire peuvent exhiber des variations
significatives de concentration dans le temps ou selon les compartiments cellulaires.
Puisque plusieurs de ces intermédiaires contiennent une molécule de phosphate (suite a
la phosphorylation du glucose ou du fructose) et que ces groupements phosphate sont
réalloués lors de la conversion du phosphoénolpyruvate en pyruvate, on pourrait en
conclure que les intermédiaires de la glycolyse constituent en eux-mémes un bassin
d’accumulation du Pi. Cette hypothese de circulation et d’accumulation du phosphate
par la glycolyse est trés peu quantifiée dans la littérature, si ce n’est pour des réactions
spécifiques. Alonso et al., (2005) ont observé un haut taux de circulation entre le
glucose et le glucose-1-phosphate, mais leur étude était limitée & la dynamique d’une
seule réaction enzymatique. Ce phénomene est similaire aux cycles futiles connus,
comme celui du saccharose (Dieuaide-Noubhani, 1995), mais ferait intervenir le P1, qui
est souvent I’élément limitant la croissance. De plus, les dynamiques de gestion
intracellulaire des nutriments présentent beaucoup d’interactions entre les 3 nutriments
majeurs (carbone, azote, phosphate). Lamboursain et Jolicoeur (2005) ont observé des
dynamiques nutritionnelles et des compositions cellulaires tres différentes entre des
cellules cultivées sur des milieux limités en azote ou en Pi. Des cellules limitées en Pi
ou en azote accumulaient respectivement deux et trois fois plus de carbone total que des
cellules cultivées sur un milieu standard. Ce phénoméne a également été observé par
Abu Qamar et al. (2005) qui ont observé une influence directe de la composition en Pi

du milieu de culture sur le métabolisme du carbone et de 1’azote. Dans leur étude, des
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cellules de Medicago sativa ont été cultivées sur des milieux de cultures contenant entre
0 et 10 mM de Pi et des effets significatifs ont été observés a la fois sur les réserves de
carbone et d’azote. Les cellules cultivées sur des milieux contenant plus de 2,5 mM de

Pi accumulaient moins de sucres, d’amidon et d’acides aminés.

2.3.2 Cinétiques de croissance
Comme le montre la Figure 2.8, les cellules végétales ont des cinétiques nutritionnelles

bien particulieres et ceci peut se refléter sur la croissance (généralement mesurée en
gDW-L"). Contrairement aux autres cellules, la croissance exponentielle n’est pas

courante chez les cellules végétales. Le profil suivant est souvent observé :

>
Temps

Figure 2.9 Profil typique de croissance pour les cellules végétales. 1 : latence; 2 : phase
exponentielle courte; 3 : croissance linéaire; 4 : phase de décélération; 5: phase

stationnaire.
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Ce profil de croissance avec une phase linéaire dominante est observé abondamment
dans la littérature. Pour ne citer que quelques exemples : Curtis et al., (1991), Sirois
(1997), Lee et Shuler (2000), Steward et al., (1999), Williams et al., (1999), Verpoortee
et al., (2001), Su et al., (2002), Yan et al., (2005), Lamboursain et Jolicoeur (2005),
Leduc et al., (2006), De Dobbeleer et al., (2006) ont tous observé une phase de
croissance linéaire importante, que ce soit en mode cuvée ou méme semi-continu. La
Figure 2.8 (Lamboursain et Jolicoeur, 2005) montre méme une croissance linéaire sur
pratiquement toute la durée de la culture, ce qui est également observé dans certains des
exemples mentionnés ci-haut. Ce phénoméne pourrait avoir deux causes principales.
Premi¢rement, une limitation en oxygéne pourrait induire une croissance linéaire,
puisque les cellules seraient ainsi limitées par un substrat qui est alimenté de maniére
constante (1’oxygene est continuellement alimenté par diffusion avec la phase gazeuse).
Ce phénomene de croissance linéaire par limitation en oxygéne est connu et répertorié
chez les bactéries (Johnson et al., 1997). De plus, la croissance linéaire pourrait
s’expliquer par un état intracellulaire variable en nutriments. Puisque les cellules
croissent en s’alimentant sur leurs réserves intracellulaires (voir Figure 2.8), ces réserves
(nucléotides, acides aminés, hexoses structuraux etc.) se trouvent a diminuer
proportionnellement a la croissance. Donc, phénoménologiquement, plus la biomasse
serait importante, plus le taux de croissance spécifique diminuerait. Ceci pourrait
résulter en une croissance linéaire. Un phénomeéne de rétro-inhibition dii a une trop

grande concentration en biomasse n’est pas en cause ici puisque aucun des exemples
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cités précédemment ne présentait une concentration en biomasse élevée au point
d’induire des inhibitions. De plus, il importe de mentionner que des exemples de
croissance exponentielle soutenue se retrouvent également dans la littérature (Tanaka,
2000), mais ils sont beaucoup moins fréquents que les courbes de croissance avec une
phase linéaire dominante. Curtis et al. (1991) ont été les premiers a mettre en équations,
phénoménologiquement, cette croissance linéaire. Incidemment, leur approche faisait
intervenir une diminution des réserves intracellulaires en nutriments comme facteur

déterminant dans la diminution du taux de croissance spécifique.

2.4 Modélisation des dynamiques de cultures végétales
Depuis que Curtis et al. (1991), aient réussi a modéliser la croissance linéaire en

considérant I’état intracellulaire, plusieurs modeles cinétiques utilisant cette approche
ont été développés pour les cellules végétales. Cette approche est dite structurée, par
opposition aux modeles qui ne considérent pas 1’état intracellulaire. La Figure 2.10

résume la classification des modeles pour décrire les cinétiques des micro-organismes

(Fredrickson, 1970; Bailey, 1998).
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Figure 2.10 Classification des modeles biocinétiques selon Bailey (1998) et Fredrickson

(1970).

Les dynamiques décrites précédemment classent automatiquement les cellules végétales
dans une catégorie a modéliser de maniere structurée. Bien que des approches de
modélisation non-structurées aient été considérées dans la littérature (Drapeau, 1986;
Taticek, 1990), les approches structurées sont beaucoup plus présentes (voir tableau
2-4). De plus, les approches de modélisation métabolique, qui seront présentées a la
section suivante, pourraient étre considérées comme étant de la modélisation structurée.
La plupart des modeles pour les cellules végétales sont non-ségrégués, mais on trouve
des exemples de modeles ségrégués dans la littérature. Par exemple, Bailey (1989) a
modélisé la croissance et la production de cellules végétales en considérant une

population non-homogene (cellules en croissance et cellules en phase stationnaire). Ces
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modeles de population (ségrégués) ont ét€¢ moins développés, notamment parce qu’ils
requieérent beaucoup de puissance de calcul et des données expérimentales sur les
diverses populations, donc une explosion au niveau des échantillons a traiter et au
niveau du temps requis pour simuler le syst¢tme. Cependant, il est permis de croire que
I’avancement des méthodes expérimentales a haut débit (génome, métabolome,
protéome, transcriptome) et la plus grande accessibilité a des ordinateurs de plus en plus
puissants va permettre 1’émergence de modeles de population dans un avenir
relativement rapproché. Le tableau 2-4 résume les modeles cinétiques que 1’on retrouve
dans la littérature pour la croissance et les dynamiques nutritionnelles des cellules

végétales.



Tableau 2-4 Modg¢les pour les cinétiques nutritionnelles chez les plantes

Dimensions
Référence  Phénomeénes décrits Type‘de ,
modele Equations Paramétres
Drapeau (1986) Crpissance non st’ruc'ture: 5 3
Maintenance non ségrégué
Taticek (1990) Crpissance non st'ruc’turé' ) 3
Maintenance non ségrégué
Croissance
Bailey (1989) Production structuré 5 7
Mortalité et lyse
Croissance .
de Gunst (1990) Arrét de croissance ségrégué 2 2
Curtis et al. Assimilation du Pi . 2 2
(1991) Croissance structure
Assimilation des
nutriments
Hooker et Lee Croissance structuré 8 9
(1992) Respiration
Maintenance
Production
. Croissance
van Gulik et al. Métabolisme sec. structuré 5 7
(1992) -
maintenance
Assimilation du Pi
. Croissance
van ?1‘;1;1;; tal. Amidon structuré 7 11
Maintenance
Lyse
Croissance
Shibasaki et al. Production .
(1993) Mortalité structure 4 6
Lyse
Guardiola Crpissance ,
(1995) Mamtengnce non structuré 5 6
Production
Consommation et
Schlatmann et accumulation des sucres ,
al. (1999) Croissance structure 6 1
Production de CO2
Croissance
Zhang et Su Assimilation du Pi structuré 5 13
(2002) ..
Respiration
Croissance
Jolicoeur et al. Assimilation des sucres ,
structuré 11 51

(2003)

Assimilation du Pi
Symbiose fongique
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Ces modeles permettent tous de décrire des phénomenes nutritionnels et la croissance
des cellules ou tissus végétaux. La description de phénomeénes intracellulaires est incluse
dans 9 de ces 13 modeles. Il apparait donc évident qu’une meilleure description des
évenements intracellulaires est une approche efficace pour améliorer notre
compréhension de ces systemes. La modélisation des voies métabolique fait partie de

ces approches.

2.4.1 Modélisation dynamique du métabolisme
La modélisation du métabolisme des cellules végétales est un probléme relativement peu

couvert dans la littérature, surtout si I’on compare a ’avancement des travaux a ce
chapitre pour les bactéries et levures. Ce retard s’explique peut-étre, en partie, parce que
le génome des plantes a été caractérisé plus tard que celui des bactéries. D’ailleurs, le
premier modele métabolique « & génome complet », ¢’est-a-dire incluant la transcription
de tous les génes connus d’une espéce, a été mis au point pour Mycoplasma genitalium,
un organisme ayant un des codes génétiques les plus simples (Tomita et al., 1999). Fait a
noter, ce modele métabolique a été soumis pour publication seulement 3 ans apres que le
génome de M. genitalium soit séquencé. Les travaux de construction du modele avaient
fort probablement commencé avant que le génome ne soit complétement connu. Une
connaissance, méme partielle, des voies métaboliques, de la régulation et des cinétiques
enzymatiques peut étre mise en équations pour améliorer la compréhension du systéme a
I’étude. L’application de modele a I’échelle génomique a été réalisée pour Escherichia

coli (Edwards et Palsson, 2000) et Saccharomyces cerevisiae (Forster et al., 2004;
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Duarte et al., 2004) et ces modeles ont permis de prédire certaines propriétés des cellules
a I’étude : réponse a une mutation ou un stress, croissance optimale dans divers milieux
de culture etc. Pour le métabolisme végétal, des modéles complets ne sont pas encore
disponibles, mais certaines voies en particulier ont été¢ bien €tudiées par la modélisation
métabolique. Une emphase particuliere a ét€¢ portée sur les voies photosynthétiques,
pour lesquelles ont retrouve le plus de travaux dans la littérature. D’autres parties du
métabolisme végétal ont cependant été modélisées : respiration, biosynthése d’amidon,
de lipides, d’acides aminés ou de cellulose. Le tableau 2-5 résume les principaux
modeles métaboliques cinétiques recensés dans la littérature pour les cellules végétales.
Les modéles pour la photosynthése ne sont pas tous inclus dans le tableau 2-5 puisque
les travaux présents ne portent pas sur ces voies. Cependant, une revue de ces modéles

est présentée dans Rios-Estepa et Lange (2007).



Tableau 2-5 Modeles cinétiques pour le métabolisme végétal
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(ex Espéce / Phénoménes ou Nombre de
Référence . R L e
Culture compartiments étudiés réactions
Nungesser et al. Plantes enticres Cycles des a101des g
(1984) crassulacées
Petterson et al. . Cycle de
(1988) Plantes entires Calvin/chloroplates 13
\ Respiration
Krab (1995) Plantes entéres mitochondriale 4
Daae et al. oy Biosynthése de
(1999) Plantes enticres copolymére 3
Fridlyand et N .
Scheibe (1999) Plantes entiéres Cycle de Calvin 11
Poolman s »
(2000) Plantes entiéres 20
Rohwer et Canne a sucre Saccharose 1
Botha (2001) (plante entiere)
Delmer et .y Biosynthése de la
Haigler (2002) Plantes enticres cellulose 10
Curien et al. . . . . .
(2003) Arabidopsis thaliana Acides aminés 3
Schwender et Brassica napus Glycolyse, voie des 3
al. (2003) (graines) pentoses phosphate
Leduc et al. C. roseus Meétabolisme primaire 45
(2006) (racines transformées) central
Heinzle et al. . . )
(2007) Pomme de terre Métabolisme secondaire 7
Photosynthése et
Zhu et al. Plantes enti¢res biosynthése de 42
(2007) .
saccharose/amidon

Seulement deux modéles cinétiques dans la littérature portent sur le métabolisme

primaire central : celui développé par Leduc et al. (2006), qui sera adapté et utilisé dans

cette these, et un modele décrivant les flux (mais non les concentrations) pour les voies

de la glycolyse et des pentose phosphate chez des graines de Brassica napus

(Schwender et al., 2003). On constate donc qu’il reste énormément de travail a faire au
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niveau de la modélisation des voies du métabolisme primaire central, que ce soit pour
les tissus ou les plantes enticres et surtout pour les cellules en suspension. On remarque
également que les modeéles plus récents (Leduc et al., 2006; Zhu et al., 2007) tendent
vers une augmentation du nombre de voies métaboliques décrites. Si I’on se fie aux
développements qui ont eu lieu ces 10 dernieres années pour les bactéries et levures, la
tendance a aller vers des modéles plus €laborés pour le métabolisme végétal sera
probablement conservée dans un futur rapproché. D’autant plus que des outils trés
élaborés, autant au niveau expérimental qu’informatique, sont maintenant disponibles

pour étudier le génome de plantes modeles comme Arabidopsis thaliana.

2.4.2 Régulation métabolique chez les plantes

Tel que mentionné précédemment, la régulation du métabolisme végétal est un probléme
extrémement vaste et complexe. Les plantes sont les organismes ayant le code génétique
le plus long de tout le régne vivant. Ceci leur confére une trés grande capacité
d’adaptation, ce qui se refléte sur leur métabolisme. Une particularité fondamentale dans
le métabolisme végétal est I'influence majeure que peuvent jouer les nutriments et

métabolites.

Premi¢rement, tel que défini par Plaxton (1996) pour la glycolyse végétale, la régulation
peut étre autant au niveau génétique (brute) que purement biochimique (fine). Dans le
cas d’une régulation au niveau génétique, la plante va moduler son expression d’un ou

plusieurs enzymes afin de maintenir constant un paramétre (flux, concentration,
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rendement...) dans ses voies métaboliques. Cette régulation se produit sur plusieurs
heures, voire généralement sur plusieurs jours, le temps que la plante puisse activer un

ou des geénes (suite a un stress ou une perturbation) et transcrire les enzymes concernées.

En premier lieu, la gestion cellulaire des bassins de glucides et de sources d’azote est un
facteur déterminant dans la régulation brute des enzymes du métabolisme central. Farrar
et al. (2000) ont relevé plusieurs phénoménes de régulation brute en réponse a des
changements dans les ratios carbone/azote dans la nutrition des plantes. Dans les plantes
limitées en carbone mais non en azote, on note une activation de geénes reliés aux voies
photosynthétiques (assimilation de carbone) ainsi qu’une activation de voies permettant
la remobilisation des ressources carbonées (amidon, lipides), le tout couplé a une
régulation positive des voies d’utilisation de 1’azote (synthése de protéines). Dans le cas
inverse, soit avec des plantes limités en azote mais non en carbone, la priorité va a
I’assimilation de ’azote et son utilisation optimale et le stockage de carbone est
favorisé. Au niveau de la glycolyse plus particuliérement, Jang et Sheen (1994) ont
observé que la phosphorylation des hexoses chez Arabidopsis induit une cascade de
signalisation pour réguler positivement les voies glycolytiques. On voit donc ici que les
hexoses n’ont pas seulement un réle structurel ou métabolique, car ils peuvent étre
impliqués dans des cascades de signalisation. La régulation brute peut également
impliquer le Pi. Abel et al. (2000) ont observé que des cellules de tomates en limitation
de P1 présentaient une induction significative d’une phosphodiesterase qui dégradait des

débris extracellulaires de nucléotides, afin de réutiliser de maniére optimale le Pi. Wu et
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al. (2003) ont également observé que 29% des geénes chez Arabidopsis thaliana
pouvaient voir leur transcription affectée par une déficience en Pi. Dans ce cas ci, les
genes régulés négativement appartenaient a plusieurs groupes fonctionnels, dont la
photosynthése et I’assimilation de I’azote. Une limitation en Pi peut donc avoir des
conséquences (au niveau de D’expression génétique) sur tout le fonctionnement
cellulaire. Finalement, des exemples de régulation brute sont trouvés pour la glycolyse
chez les plantes suite a un stress anaérobique (Rivoal et al., 2004 et références citées).
Dans tous les cas, la régulation des enzymes glycolytiques est positive, ce qui permet
d’augmenter la production d’ATP par la voie glycolytique. Ce mécanisme, couplé a une
diminution des voies anaboliques, permet a la cellule de mieux gérer son bilan

énergétique (Gibbs et Greenway, 2003).

Mis a part les mécanismes de régulation brute, les cellules de plantes ont également
plusieurs mécanismes de régulation fine par I’activation ou la désactivation des enzymes
suite a un changement de concentration en métabolite (Plaxton, 1996). Cette régulation
se produit beaucoup plus rapidement que la régulation brute, puisqu’elle est
essentiellement de nature biochimique et ne nécessite pas la transcription d’enzymes. A
ce chapitre, la régulation fine par le Pi est trés importante. La glycolyse végétale posséde
des voies alternatives pour utiliser le PPi plutot que le Pi en cas de limitation.
L’intégration du saccharose peut se faire par les invertases, mais également par la
saccharose synthase, auquel cas une molécule de PPi est consommée pour régénérer une

molécule d’UTP. La phosphofructokinase (PFK) utilise I’ATP pour fixer une molécule
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de Pi sur le fructose-6-phosphate (F6P). En cas de limitation, une voie alternative, la
phosphofructokinase-PPi-dépendante utilisera plut6t le PPi pour fixer un phosphate sur
le F6P et libérer un Pi. Ces deux réactions alternatives conférent a la glycolyse une
grande flexibilité en cas de limitation en phosphate. De plus, tous les substrats utilisés
lors de réactions enzymatiques régulent au moins une voie, soit celle qu’ils alimentent,
via une cinétique réactionnelle (Michaelis-Menten ou autre). Chez les bactéries ou les
levures, on néglige généralement 1’effet des concentrations en métabolites en supposant
un régime permanent. Chez les plantes, cette hypothése n’est pas toujours vérifice.
Quelques cas de vois métaboliques contrdlées par les concentrations en métabolites sont
rapportés dans la littérature. Borland et al. (1999) ont observé que la concentration
intracellulaire en malate exerce un contréle important sur la voie des acides
crassulacéens. Carrari et al. (2003) ont noté que la régulation du cycle TCA chez les
plantes pouvait étre significativement influencée par les concentrations des
intermédiaires métaboliques. De plus, comme pour toutes les cellules, le métabolisme
végétal possede plusieurs mécanismes de rétro-action qui inhibent certaines voies afin
d’éviter Iaccumulation d’un produit ou d’une macromolécule (métabolite, amidon,
nucléotides) dans la cellule. Il faut donc tenir compte de ces diverses régulations du
métabolisme végétal lors de la construction d’un modéle. Evidemment, ceci est possible
seulement si on modélise les concentrations en métabolites, une approche que 1’on
retrouve dans les modéles cinétiques pour le métabolisme. Méme si ces estimations de
métabolites sont approximatives, elles permettent de décrire globalement les

phénomenes de régulation par les intermédiaires des voies métaboliques. En plus de la
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cinétique de Michaelis-Menten, qui a été vue a la section 2.3.1, il est possible d’utiliser
diverses fonctions pour représenter les cinétiques de régulation biologique. Parmi celles-

ci, la fonction sigmoide suivante :

l 23
—a(S;=Si;) y

J(@S)=
1

+ e

Dans cette fonction, ’activité (f(S;)) peut étre modulée (entre 0 et 1) avec différents
profils selon les paramétres ‘a’ et “S;,’. Tel que présenté a la Figure 2.11, cette fonction
produit un profil lisse, modulable (par le paramétre ‘a’) et sans discontinuité. De plus,
elle présente un avantage en ce que les parameétres ont une signification physiologique
facilement interprétable. Le parametre ‘o’ est proportionnel a la « pente » de la
régulation exercée par le métabolite Si, c’est-a-dire qu’une pente élevée requiert
seulement un petit changement de concentration pour produire un effet marqué. Le
paramétre ‘S;,” représente une concentration « seuil » pour laquelle la régulation sera
égale a 50% de la valeur maximale. La fonction peut facilement étre multipliée, divisée
ou additionnée afin de produire différents effets de régulation. L’utilisation la plus
courante est de la multiplier a un taux de réaction afin d’activer ou de désactiver ce taux

selon I’état du systéme (S).
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Régulation métabolique
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Figure 2.11 Exemples du comportement de la fonction sigmoide avec Si,t =0,5 et

différentes valeurs pour le parametre a.

Le type de profil obtenu est beaucoup plus représentatif des comportements biologiques
qu’une simple fonction de décision binaire. Cette fonction sigmoide a été utilisée avec
succes par Leduc et al. (2006) pour décrire les phénoménes de régulation dans les voies
du métabolisme primaire de C. roseus. Lors de ces travaux, diverses utilisations de cette
fonction ont permis de bien décrire les phénomeénes de régulation, y compris les niveaux
d’accumulation maximums de métabolites, nutriments et macromolécules. Un des
désavantages de cette fonction est qu’elle n’est pas continuellement différentiable. Cette
propriété pourrait étre nécessaire dans 1’éventualit¢é d’une analyse mathématique

pointue.
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2.4.2 Outils d’analyse du métabolisme
L’outil le plus commun du génie métabolique est la quantification des flux par I’ Analyse

de Flux Métaboliques (MFA, Stephanopoulos et al., 1998). La quantification des flux
permet de savoir précisément ou sont canalisés les substrats d’une voie métabolique, ce
qui permet souvent d’identifier les €tapes critiques pour améliorer le fonctionnement
cellulaire. Le MFA est un bilan en régime permanent sur les intermédiaires
métaboliques d’un réseau (la glycolyse, par exemple), ce qui permet de réduire le
systétme a un ensemble d’équations algébriques que I’on peut résoudre a la condition
d’avoir assez d’information. Si I’on formule le bilan sur un syst¢éme métabolique comme

suit :

é:M.v—ﬂ.S 2.4
dt

ou S représente un vecteur de concentrations en métabolites, M est la matrice
stoechiométrique du systéme, v est le vecteur des flux métaboliques et p est le taux de
croissance, qui dilue les métabolites intracellulaires. En supposant que la dynamique de
croissance est négligeable par rapport aux flux, et que les métabolites sont en régime
permanent ou pseudo-permanent, ¢’est-a-dire que les concentrations ne vont pas varier

significativement, on peut simplifier le systeme :

Mev=20 2.5
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Une représentations équivalente, en algebre linéaire, a un systéme de ‘m’ équations avec
‘n’ inconnues. Ici, les inconnues sont les flux métaboliques (les éléments du vecteur v)
et les équations sont les bilans en régime permanent sur les métabolites (les rangées de
la matrice M). Tel que présenté par Stephanopoulos et al. (1998), il est trés simple de
solutionner ce systéme si I’on connait ‘n - m’ flux et que la matrice est de rang plein (les
‘m’ équations sont indépendantes). Cette méthode permet ainsi de quantifier
précisément les flux métaboliques. D’autres méthodes sont également possibles pour y
arriver, comme I’utilisation de traceurs isotopiques (Roscher et al., 2000). Les méthodes
de MFA ont été appliquées aux cellules végétales. Rontein et al. (2002) ont quantifié les
flux du métabolisme primaire central de cellules de tomates et ont noté une grande
stabilité dans les flux cataboliques élevés (glycolyse, TCA) ainsi que dans le cycle futile
du saccharose et des variations marquées ont été mesurées dans les flux anaboliques, qui
sont également plus faibles en valeur absolue. Ceci confere au métabolisme végétal une
certaine stabilité, couplée & une capacité d’adaptation par la modulation des voies
anaboliques. Sriram et al. (2004) ont quantifié¢ les flux du métabolisme central dans des
embryons de féves de soya en utilisant du saccharose marqué au *C et une technique de
RMN & 2 dimensions (’C et 'H) pour quantifier la compartimentation des flux. La
méme approche a été appliquée a des racines de C. roseus (Sriram et al.,, 2007).
L’observation de stabilité¢ du métabolisme central a également été faite par Spielbauer et
al. (2006) a l’aide de traceurs, mais leur approche considérait uniquement les

distributions isotopiques et non les flux métaboliques.
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D’autres méthodologies que le MFA sont également possibles pour déterminer des flux
métaboliques. Heinzle et al. (2007) ont mesuré les flux du métabolisme secondaire de
tubercules de pommes de terre a 'aide d’une méthode dynamique impliquant la
quantification de traceurs isotopiques aprés une impulsion. Cette méthode, qui implique
une description sommaire de la dynamique du systéme, est trés prometteuse pour les
applications du génie métabolique avec les cellules végétales puisqu’il est souvent
difficile, voire impossible, de faire des expériences en régime permanent avec les
cellules végétales. Les méthodes dynamiques et en régime permanent ont d’ailleurs été
comparées par Ratcliffe et Sharar-Hill (2006). L’approche dynamique consistant a
mesurer la réponse d’un syst¢tme métabolique suite a une perturbation est d’ailleurs
utilisée de plus en plus fréquemment dans la littérature pour I'identification de systémes
métaboliques. Un numéro spécial de la revue Phytochemistry paru en 2007 contenait 8
articles (sur 21) présentant des approches dynamiques pour mesurer des flux

métaboliques sur des cellules ou tissus végétaux.

Une autre approche trés importante pour analyser un réseau métabolique est I’Analyse
du Controle Métabolique (MCA). Cette méthode est une analyse de la sensibilité en
régime permanent des flux et des concentrations suite a un changement dans un niveau
d’enzyme. Le formalisme mathématique de cette méthode a ét€¢ présenté pour la
premicre fois par Kacser et Burns (1973). Cette publication rejetait 1’'idée précongue
selon laquelle les réseaux métaboliques sont régulés par une étape dite limitante. Ils

suggéraient plutét une méthode pour quantifier la contribution de chaque élément
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(enzyme ou substrat) sur le contréle de chaque réaction (flux) du systéme métabolique.
Cette idée de controle distribué avait été émise en premier par Higgins (1963) pour les
réactions séquentielles, mais Kascer et Burns (1973) ont été les premiers a établir le
formalisme de la méthode pour pouvoir 1’appliquer aux systémes biologiques. Le MCA
permet de calculer les coefficients de contrdle de flux (FCC), c’est-a-dire le pourcentage
de variation que I’on devrait observer sur un flux suite au changement d’un enzyme.
Selon ce formalisme, une étape limitante aurait donc un FCC pres de 1. Malgré que
I’idée initiale ait été regue avec scepticisme par la communauté scientifique, le MCA est
mentionné régulierement dans la littérature scientifique depuis les années 1990. Dans
une revue de la littérature sur les approches de modélisation du métabolisme végétal,
Rios-Estepada et Lange (2007) n’ont noté aucun article traitant de MCA avant 1989 et
17 articles traitant de ce sujet apres 1990. Malgré que les travaux initiaux de Kacser et
Burns (1973) eurent un certain impact, quelques €éléments en sont restés mal interprétés,
notamment le fait que le formalisme du MCA est limité a 1’application de faibles
changements de niveaux enzymatiques. Ceci est nécessaire pour éviter de perturber le
systtme métabolique, ce qui en changerait les propriétés. Donc, I’identification par
MCA d’une étape qui a un FCC élevé n’implique pas nécessairement qu’une grande
variation de cette enzyme augmentera le flux dans la voie métabolique. La raison de
cette limitation est que le MCA étudie les propriétés d’un réseau métabolique en tant
que structure et non pas en tant qu’une suite d’étapes individuelles. Donc, un
changement considérable du niveau d’un seul enzyme du systéme change la structure

dudit systeme et la distribution des FCC. C’est pourquoi Kacser et Burns (1973) avaient
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limité I’approche MCA a de faibles perturbations. Vingt ans plus tard, Kacser et
Acerenza (1993) ont donc proposé une méthodologie pour modifier un systeme
métabolique de fagon rationnelle en identifiant un groupe d’enzymes qui, si on en
augmente la quantité, vont permettre d’augmenter un flux dans une voie tout en

minimisant les perturbations sur le reste du réseau métabolique.

Bien que les méthodes du MCA n’aient pas été directement utilisées dans les travaux
présents, leur connaissance est fondamentale a [I’établissement de certaines
méthodologies qui seront d’une importance critique. Les chapitres 6 et 7 de cette these
porteront sur la modulation du comportement intracellulaire en utilisant les variables
extracellulaires. Ceci nécessite que les flux et concentrations intracellulaires présentent
non seulement une sensibilité aux variations de niveaux enzymatiques, mais également
une sensibilité aux concentrations extracellulaires. Ce point a été observé par Mauch et
al. (1997) pour un systéme métabolique générique. Dans leurs travaux, ils ont présenté
une approche théorique pour quantifier, de maniére dynamique, comment une variation
en substrat (extracellulaire) affecte la distribution des FCC au niveau intracellulaire.
Leur approche, trés générale, incluait le calcul dynamique de tout le controle
métabolique (FCC) suite a un changement de parametre sur le systéme : niveau
enzymatique, concentration intra ou extracellulaire, débit entrant de nutriment etc. Ce
type d’analyse a ensuite été raffiné et appliqué sur des systémes métaboliques simples
par Ingalls et Sauro (2003). Ces approches sont extrémement intéressantes pour I’étude

du métabolisme végétal pour deux raisons: les cellules sont rarement en régime
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permanent au niveau intracellulaire et, puisqu’elles accumulent rapidement les
nutriments, les flux de transports de ces nutriments seront fort probablement importants
dans le fonctionnement des cellules. Ces flux auront donc une grande importance sur le
fonctionnement cellulaire et leur modulation par les concentrations extracellulaires

pourrait permettre de moduler le fonctionnement intracellulaire de maniére significative.

2.5 Design, opération et optimisation des bioprocédés utilisant
les cellules végétales
Plusieurs approches sont possibles pour mettre au point un bioprocédé utilisant les

cellules végétales a des fins de production de métabolites secondaires. Ces approches
seront brievement passées en revue dans cette section. Par soucis de concision, cette
section sera limitée aux éléments clés qui permettront de mettre en contexte les travaux

présents.

2.5.1 Systémes de culture et mode d’opération
Le bioréacteur, malgré qu’il soit parfois difficile a opérer pour les cellules végétales,

reste la plate-forme de choix pour mettre au point un bioprocédé. Plusieurs
configurations ont été étudiées. Wagner et al. (1977) avaient suggéré ’utilisation d’un
bioréacteur air-lift pour maximiser la productivité des cellules de Morinda citrofolia tout
en évitant les problémes de cisaillement. L’implantation d’un tel systéme est cependant
problématique pour les suspensions qui forment beaucoup de mousse en surface. Un
trop grand taux d’aération pourrait également altérer négativement la concentration de

certains gaz en solution (CO, ou autre), ce qui diminuerait la productivité (Schlatmann
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et al., 1995). Les systémes agités mécaniquement offrent de nombreux avantages, dont
une bonne capacité de mélange et un transfert accru avec la phase gazeuse. Cependant,
la sensibilité des cellules au cisaillement et la rhéologie variable de la suspension font en
sorte qu’il est difficile d’opérer avec des équipements standard comme les turbines
Rushton ou I’hélice marine. Le probléme du cisaillement peut étre grandement réduit
par I"utilisation d’un ruban hélicoidal (Jolicoeur et al., 1992), qui permet de maintenir un
bon mélange et une bonne capacité de transfert (kia) tout au long d’une culture. Le
faible taux de respiration des cellules végétales permet d’ailleurs d’opérer un bioréacteur
avec un faible taux d’aération (0,1 volume de bioréacteur par minute), ce qui permet de
minimiser les problémes de mousse ou de dégazage excessif. La culture des cellules
végétale n’est pas limitée au mode cuvée, bien que ce type de culture soit trés présent
dans la littérature. Des cultures en cuvée alimentée (Matsubara et al., 1989; Yan et al.,
2005), perfusion (Su et al., 2003; De Dobeleer et al., 2006) ou en mode continu (Park et
al.,, 1990; van Gulik et al., 1993) sont rapportées dans la littérature. La culture en
perfusion offre de nombreux avantages, dont la conservation de la biomasse active dans
le bioréacteur et la possibilité d’alimenter en continu les nutriments aux cellules. 11 a été
relevé par Di Cosmo et Misawa. (1995) que I’alimentation adéquate en nutriments était
probablement le facteur le plus important dans le maintient de la productivité cellulaire.
Cependant, leur étude était limitée a la composition du milieu et non aux méthodes
d’alimentation (cuvée-alimentée, perfusion). Yan et al., (2005) ont montré qu’une
stratégie de culture en mode semi-continu permet d’augmenter a la fois la productivité

spécifique et de stimuler la croissance. Park et al. (1990) ont comparé la productivité de
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C. roseus sous différents modes de culture (cuvée, cuvée alimentée et continu) et ont
observé une meilleure productivité en catharantine dans le cas de la culture en continu.
Il semblerait donc que I’alimentation adéquate de milieu de culture soit une option a
considérer pour optimiser la productivité des cellules végétales, bien que le phénomene
ne soit pas encore décrit de mani¢re phénoménologique, c’est-a-dire que les nutriments
limitants ou leur distribution entre métabolisme primaire et secondaire n’est pas bien

définie dans la littérature.

2.5.2 Composition du milieu de culture
Plusieurs études démontrent que la composition du milieu est un facteur crucial pour

stimuler a la fois la croissance et la productivité des cellules végétales (DiCosmo et
Towers, 1984). Le principal probléme dans ce cas est de donner aux cellules les
ressources nécessaires a la croissance, tout en considérant que le métabolisme
secondaire est plus facilement activé en phase stationnaire. Afin de réconcilier ces deux
objectifs (croissance et production), un milieu de culture sans phosphate peut étre utilisé
pour la phase de production (Lamboursain et Jolicoeur, 2005). Cependant, il faut
également garder en téte que la productivité n’est pas reliée a la présence ou 1’absence
d’un seul nutriment. Weathers et al. (1997) ont observé que la croissance et la
productivité de tissus racinaires pouvaient étre influencés par des effets d’interactions

significatifs entre les éléments majeurs du milieu de culture (Pi, azote, glucides).
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2.5.2 Utilisation d’un agent éliciteur
Afin de stimuler le métabolisme secondaire, 1l est possible d’utiliser un agent éliciteur

pour simuler I’attaque d’un pathogéne. En effet, une attaque sur les parois cellulaires des
cellules végétales peut déclencher une cascade de signalisation menant a une
augmentation de la concentration intracellulaire en acide jasmonique. L’acide
jasmonique va ensuite induire les voies du métabolisme secondaire (Sembler et Parthier,
1993). Avec les cellules de E. californica, ’utilisation de chitine comme agent éliciteur
permet de stimuler significativement les voies des alcaloides benzophénanthridines
(Archambeault et al., 1996; Klavana et al., 2004 ; De Dobeleer et al., 2006). Il existe
également d’autres méthodes pour stimuler le métabolisme secondaire. Wu et Lin
(2002) ont réussi a obtenir une induction du métabolisme secondaire des cellules de
Panax ginseng par une simple stimulation aux ultrasons. Dans leur étude, il a été
démontré que le stress causé€ par les ultrasons induisait la méme réponse chez les
cellules que ne le ferait un éliciteur chimique comme la chitine. Puisqu’il est possible de
moduler I’énergie transmise par ultrasons, cette approche pourrait s’avérer trés

intéressante, notamment dans une optique d’optimisation du processus d’élicitation.

2.5.3 Utilisation d’une phase extractive

Les alcaloides sont des molécules toxiques que la cellule accumule dans les vacuoles.
Ces molécules sont excrétées tres lentement dans le milieu extracellulaire, ce qui cause
une rétro-inhibition sur les voies de production. Afin de contrer cette inhibition, il est

possible d’utiliser une phase extractive pour retirer les alcaloides du milieu de culture.
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Les résines polymériques (Amberlite XAD7) peuvent étre utilisées pour les suspensions
de cellules végétales. Williams et al. (1992) ont observé pour Papaver somniferus que
I’utilisation d’une phase extractive XAD7 permettait de lever les inhibitions dues a
I’accumulation d’alcaloides pour ainsi augmenter significativement la productivité. De

plus, ceci permet de séquestrer le produit, ce qui facilite son éventuelle purification.

2.5.4 Dynamiques intracellulaires et conservation de la productivité
A la lumiére des différents phénoménes mentionnés dans cette revue de littérature, une

constatation s’impose: bien que plusieurs aspects biologiques, nutritionnels et
métaboliques soient bien caractérisés chez les plantes, leur utilisation dans des
bioprocédés reste tout de méme marginale et ce, a cause de faibles productivités des
cellules en culture. Il n’a évidemment pas été démontré que cette faible productivité est
intrinséque aux suspensions végétales et qu’il sera impossible d’y remédier un jour.
Puisque Lamboursain et Jolicoeur (2005) ont observé que le statut nutritionnel des
cellules végétales influence le maintient de la productivité et que Di Cosmo et al.,
(1995) mentionnent que la composition du milieu de culture est probablement le facteur
le plus important a ce chapitre, il apparait évident qu’une meilleure description des
dynamiques nutritionnelles et métaboliques aidera a faire le lien entre nutrition et
productivité. De plus, Rijhwani et Shanks (1998) ont observé qu’un changement dans le
cycle de sous-culture de C. roseus (sous-cultures de 2, 3 ou 4 semaines) pouvait affecter
la productivité en alcaloides et méme le taux spécifique de croissance. Cette étude

montre bien I’importance des variations que 1’on peut observer entre 1’état initial et
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I’état final des cellules végétales en culture. Schématiquement (voir la Figure 2.12), on
peut résumer le probléme de ce bioprocédé en considérant les cellules comme un
systéme de type « boite noire ». On alimente un milieu de culture (M) aux cellules alors
qu’elles sont dans un état initial (Eg). Durant la culture, les cellules montreront un
potentiel de production (P) et un état nutritionnel et métabolique (E) qui pourront varier

dans le temps.
I(t)
1!

A N
Mo —{POL/ N P

=
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Eo ={E(1) —>E#E
N y 1% Eo

Figure 2.12 Schématisation d’un bioprocédé utilisant les cellules végétales

L’état nutritionnel et métabolique est ici défini de mani¢re trés large. Ce peut €tre autant
une ou des concentrations en nutriments intracellulaires, tout comme ce pourrait étre un
flux métabolique a travers une voie spécifique. Sans le définir clairement a ce point ci
des travaux, on peut poser I’hypothese que cet état, quel qu’il soit, est important dans le
maintient de la productivité. Ceci concorderait avec les observations de Rajhwani et
Shanks (1998), ainsi que celles de Lamboursain et Jolicoeur (2005). Le probléme, d’un
point de vue bioprocédé, pourrait se résumer a trouver le meilleur milieu (M,) et la
meilleure stratégie d’induction du métabolisme secondaire (I). C’est souvent ce qui est

effectué dans le cas des cultures bactériennes, pour lesquelles on suppose un état
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cellulaire invariant, du moins durant la phase de croissance. Cependant, le probleme
majeur qui limite ’applicabilité d’une telle approche avec les cellules végétales tient au
fait que 1’état cellulaire peut varier énormément dans le temps (voir Figure 2.8), ce qui
ne garantit pas que 1’état final (E;) sera équivalent a I’état initial (E¢). Lors d’un passage
cellulaire, ceci peut induire une déviation au niveau des conditions initiales du systeme
puisque Eo, qui est équivalent a E; du passage précédent, peut changer d’une sous-
culture a 'autre. Le probleme serait potentiellement diminué par une cryopréservation
des cellules, mais plusieurs especes végétales restent sensibles a un tel procédé. De plus,
des sous-cultures sont toujours nécessaires pour obtenir un inoculum de bioréacteur
(1-10L, voire plus) a partir d’'un vial de cryopréservation (=10-50 mL).
Immanquablement, il y a un risque que les sous-cultures produisent une déviation au
niveau des conditions initiales. Cette perte de précision au niveau des conditions
initiales peut résulter en un changement du profil de productivité des cellules, ce qui
affectera la performance du bioprocédé. Donc, une stratégie de culture « invariante
» (culture en mode cuvée ou cuvé alimenté avec débit constant, par exemple) pourra
résulter en une perte de productivité. Cette perte de productivité est d’ailleurs rapportée
dans la littérature (Shuler et Kargi, 2001) et elle est parfois attribuée a une potentielle
dérive génétique, mais certains travaux pointent €galement vers 1’importance de la
nutrition et des dynamiques de passage cellulaire dans cette perte de productivité
(Dicosmo et Misawa, 1995; Rajhwani et Shanks, 1998; Lamboursain et Jolicoeur,

2005).
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Cette formulation du probléme, qui est présenté ici d’un point de vue dynamique, est
trés peu présente dans la littérature. Le sujet est abordé dans les travaux de Lamboursain
et Jolicoeur (2005), mais en considérant seulement la composition du milieu et des
ajouts ponctuels comme variables manipulées sur le bioprocédé. Les stratégies de
culture en semi-continu ou continu présentées dans la littérature (Park et al., 1990;
Zhong, 2001) sont généralement « invariantes » en ce sens qu’aucune adaptation n’est
faite pour suivre 1’évolution nutritionnelle ou métabolique des cellules. Matsubara et al.
(1989) ont présenté des cultures en mode semi-continu avec un milieu adapté a
I’inoculum et a la composition cellulaire, ce qui a permis d’augmenter significativement
le rendement en berbérine. Cependant, leur approche se limitait a changer la
composition du milieu et a considérer seulement la densité de I’inoculum et non la
densité en cours de culture. Donc, avec des conditions initiales définies, leur mode
d’opération devenait également invariant, quoique sensiblement adapté a 1’état initial du
systeme. De plus, un probléme fondamental pourrait survenir avec cette approche
présentée par Matsubara et al. (1989). Si le milieu est adapté a la composition cellulaire,
ceci a pour effet de balancer les sources de nutriments (C, N, P), ce qui ne permet pas de
définir clairement lequel de ces nutriments sera limitant. Puisque I’1dentité¢ du nutriment
limitant influence la productivité (Lamboursain et Jolicoeur, 2005 et références citées),

cette approche pourrait éventuellement induire une variabilité non désirée.

Le paradigme d’opération basé¢ sur des protocoles « invariants » est évidemment

expliqué par les exigences réglementaires des différents organismes qui approuvent les
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bioprocédés dans le domaine pharmaceutique (Food and Drug Administration, Santé
Canada). Cependant, 1’émergence de I’approche PAT (Process Analytical
Technologies') en validation de procédés pharmaceutiques méne a penser qu’il sera
éventuellement possible pour la biotechnologie végétale de faire valider non pas un
protocole de culture, mais bien un « algorithme » incluant des estimations en ligne,
commandes et prises de décisions. Ceci pourrait potentiellement réduire la variabilité et
la perte de productivité des bioprocédés utilisant les cellules végétales. L’approche PAT

a été appliquée avec succes aux cultures de bactéries et levures (Kaiser et al., 2007;

Luttmann et al., 2007).

! http//www.fda.gov/eder/fOPS/PAT htm consulté le 22 janvier 2008
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CHAPITRE 3 : METHODOLOGIE

Ce chapitre présente les principales méthodes expérimentales utilisées pour générer les
données présentées dans cette theése. Les méthodes spécifiques a chaque partie du projet

seront présentées en détail dans les chapitres s’y rapportant.

3.1 Culture et maintenance des cellules
Les cellules utilisées dans cette thése sont des cellules d’Eschscholtzia californica

(pavot de Californie) cultivées en suspension. Le modele métabolique dynamique a été
développé a partir de racines transformées de Catharanthus roseus (pervenche de
Madagascar), mais aucune expérience n’a été effectuée avec cette espece au cours des
présents travaux. Une description plus approfondie de la culture et des méthodes

expérimentales pour C. roseus se trouve dans Tikhomiroff (2001) et Leduc et al. (2006).

La lignée cellulaire de E. californica a été établie tel que décrit dans Lamboursain et al.
(2002) par une culture aseptique de graines d’E. californica et le transfert d’explants sur
un milieu B5 (Gamborg et al., 1968) solide pour démarrer une croissance en cals. Les
cals ont ensuite €ét¢ mis en suspension, toujours dans le méme milieu B5, dont la
composition complete est présentée en Annexe 1. Une fois la lignée établie, les cellules
sont maintenues par un passage en flacons Erlenmeyer de 500 mL tous les 10-11 jours,
soit lorsque la suspension a un volume cellulaire apres sédimentation (5 minutes) de

70-80%. Le transfert est effectué sous une hote a flux laminaire horizontal en transférant
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80 g de suspension dans 160 g de milieu B5 frais. Les flacons sont ensuite placés sur un
agitateur orbital tournant a 120 RPM et maintenu a 25°C £1°C dans des conditions

d’éclairage de laboratoire constantes.

3.2 Echantillonnage et traitement des échantillons
Des cultures en flacons agités (chapitre 6) et en bioréacteur (chapitre 7) ont été

effectuées pour caractériser le comportement nutritionnel et métabolique des cellules
d’E. californica. Ces cultures sont décrites plus en détail dans les chapitres s’y
rapportant. L’échantillonnage était effectué de maniere quotidienne pour toute la durée
des cultures (entre 10 et 15 jours). Dans le cas des flacons, I’échantillonnage se faisait
de maniére destructive. La biomasse (humide et séche) est mesurée en filtrant 10 mL de
suspension sur un filtre en fibre de verre et en ringant les cellules a I’eau déionisée avant
de procéder a la pesée. Pour obtenir la masse séche, les cellules sont placées au four a
80°C pendant 24h. Le reste de la suspension contenue dans le flacon est également filtré
pour séparer les cellules du milieu. Le milieu filtré est gardé a -20°C pour analyses
ultérieures. Les cellules sont rapidement transférées dans 1’azote liquide et réduites en
poudre a I’aide d’un mortier et d’un pilon. Les cellules sont ensuite gardées dans 1’azote
liquide avant d’étre lyophilisées. Apres lyophilisation, les cellules séches sont
conservées a -20°C et utilisées pour toutes les analyses de nutriments et métabolites. La

section 3.4 résume les méthodes utilisées pour ces analyses.
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3.3 Cultures en bioréacteur
Le systéme de bioréacteur utilisé lors des présents travaux est décrit en détail dans De

Dobbeleer et al. (2006). Il s’agit d’un bioréacteur a perfusion de 3 L agité
mécaniquement par un double ruban hélicoidal. Un schéma du bioréacteur (adapté de

De Dobbeleer et al., 2006) est présenté a la Figure 3.1.

Sortie de gaz
Condenseur
Décanteur
: Pompe
secondaire 2 ;
péristaltique G2 Trappe & mousse
Sortie de H
milieu ] r---+»Sonde O
Entrée de gaz— ' 2
Entrée de J_'
milieu frais L :
Niveau de
eI I -'!lqulde
“leie --Colonnes de
é g décantation
— = — 1 - Diffuseur
| Port )
d’échantillonnage

Figure 3.1 Vue en coupe du bioréacteur a perfusion.

Le tableau 3-1 résume les conditions d’opération utilisées lors des expériences de

bioréacteur.
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Parameétre Valeur Unités - Détails
Agitation 40-60 RPM
Aération (mélange air-O,) 100 - 400 mL ¢ min™
Pression de gaz a I’entrée 1 atmosphere (relative)
Température 25+1 °C
e Le bioréacteur est couvert pour
Luminosité nulle . ,
protéger les alcaloides
Oxygene dissous 40-60 % de la saturation en air a 1,1 atm
Milieu de culture 1,8 L (BS, voir annexe 1)
Inoculum 0,9 L (suspension de 10-11 jours)
Concentrfitlon initiale en 35405 gDW » !
biomasse
Elicitation 3,3 g chitine * L' (ajout ponctuel)
Phase extractive (résines) 60-85 g résine * L (ajout ponctuel)

L’échantillonnage du bioréacteur était effectué de maniére quotidienne en prélevant

aseptiquement entre 50 et 75 mL de suspension par un port d’échantillonnage (Figure

3.1). Par la suite, I’échantillon est trait€¢ de la méme fagon que le sont les échantillons de

culture en flacons (section 3.2). Des cultures en mode cuvée ont également été réalisées.

Lors de ces cultures, un bioréacteur similaire était utilisé. La différence majeure dans ce

systétme (par rapport au bioréacteur de la Figure 3.1) était I’absence de colonnes de

décantation et la position du diffuseur au bas du bioréacteur.
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3.4 Méthodes analytiques

Les méthodes analytiques utilisées pour obtenir les données nutritionnelles et
métaboliques ainsi que les données de culture (biomasse, oxygene dissous) sont décrites
en détail dans les chapitres 4 et 6. Le tableau 3-2 résume les variables d’état mesurées
lors des cultures, les méthodes analytiques et les références s’y rapportant. Les mémes
méthodes analytiques ont été utilisées pour les échantillons provenant des cultures en
flacons (chapitres 4 et 6) et des cultures en bioréacteur (chapitre 7). Des mesures
d’activité pour les enzymes du métabolisme primaire ont également été effectuées. Les
résultats pour les hexokinases ont été utilisés au chapitre 7, la méthode de mesure pour

ces enzymes est donc brie¢vement présentée ici.
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Variables Méthode Références
Extracellulaires
Glucose kit enzymatique Sigma #G3293
PO, HPLC
NO~ Lamboursain et Jolicoeur (2005)
: HPLC De Dobbeleer et al. (2006)
NH, HPLC
NH,* kit enzymatique Sigma #AA0100
Alcaloides totaux Absorbance 343nm Klvana et al. (2006)
O; dissous Sonde polarographique Mettler-Toledo (InPro 6800)
Intracellulaires
M 0,
Glucose Extrgctlon EtO.H 80% Sigma #G3293
kit enzymatique
PO, Extraction TCA 5%
HPLC
NO5y Extraction TCA 5% Lamboursain et Jolicoeur (2005)
HPLC De Dobbeleer et al. (2006)
NH,* Extraction TCA 5%
HPLC
3 0,
NH,* Extraction TCA 5% Sigma #AA0100
kit enzymatique
Hydrolyse par Leduc et al., (2006)
Amidon amyloglucosidase + Sigma #A7420
kit enzymatique Sigma #G3293

Saccharose-Fructose

Alcaloides totaux

Lipides

phosphomonoesters
ATP, ADP

Pi cytoplasmique et
vacuolaire

Extraction EtOH 80%
HPLC

Extraction MeOH acide
absorbance 343nm

Extraction acétone-acide
sulfosalicylique
mesure par absorbance

*'P RMN

De Dobbeleer et al. (2006)

Lamboursain et Jolicoeur (2005)
De Dobbeleer et al. (2006)
Klvana et al. (2006)

Elkhaoui et al. (2004)

Gmati et al. (2004)
Chen (2004)

Autre

Alcaloides totaux extraits

par les résines

Extraction MeOH acide
absorbance 343nm

Lamboursain et Jolicoeur (2005)
De Dobbeleer et al. (2006)
Klvana et al. (2006)
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3.4.1 Mesures d’activités enzymatiques
L’activité des hexokinases (HK : glucokinase et fructokinase) est mesurée par un

protocole basé sur les travaux de Martinez-Barajas et Randall (1998). Les hexokinases
sont extraites dans une solution tampon a partir de cellules fraiches et leur activité est
mesurée in vitro par couplage avec la phosphoglucose isomérase (PGI) et la glucose-6-
phosphate déshydrogénase (G6PDH). Puisque la G6PDH produit du NADH, 1l suffit de
mesurer ’absorbance de I’échantillon & 340 nm pour avoir le taux de réaction des
hexokinases (qui sont les réactions limitantes dans les conditions de test). La Figure 3.2

résume ce schéme réactionnel.

GLC FRU

NAD*

oo Fop
09

NADH

6-phosphogluconate

Figure 3.2 Schéme réactionnel pour la mesure de 1’activité des HK

Le tableau 3-3 donne la composition des différents tampons utilisés pour extraire,

désaler et mesurer 1’activité des hexokinases.
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Tableau 3-3 Solutions pour mesures d’activités enzymatiques

Tampon d’extraction Tampon de désalage Tampon de mesure
Composant Concentration Composant Concentration Composant Concentration

Hepes-KOH, 30 mM Hepes-KOH, 30 mM Tris-HCl 50 mM
pH 7.5 pH7.5 pH 8.0

MgCl, 6 H;O S mM MgCl,, 6 H,O 5 mM KCl 50 mM
KCl1 100 mM KCl 100 mM MgCL, 6 H-0 5 mM
EDTA 1 mM EDTA 1 mM

EGTA 1 mM EGTA 1 mM

glycérol 20% glycérol 20%

PVPP 5% (w/v) DTT 1 mM DTT 5mM
DTT s mM NAD" 0.3 mM
e-CA 5 mM Tris- ATP 1 mM
benzamidine 1 mM Fru/ Glc* 5mM
Triton X-100 0.1% G6PDH* 1.4 U.mL"
leupeptin 1 mg.L"! PGI 6.7 U.mL"
PMSF 2mM H.0

H.O Extrait/tampon 20/180 (uL)

*Le fructose et la G6PDH sont ajoutés seulement pour mesurer I’activité de la FK

EDTA: acide éthylénediaminotétraacétique; EGTA: acide éthyléneglycol-bis-(aminoéthyléther)-
tétraacétique; PEG: ; PVPP: polyvinylpolypyrrolidone; e-CA: acide e-amino caproique; PMSF: fluorure
de phénylméthylsulfonyl;

Les cellules congelées (1 gFW) sont donc extraites dans 2 mL de tampon d’extraction.
Le désalage se fait sur des colonnes PD-10 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
USA) en chargeant I’extrait et en €luant avec du tampon de désalage. Cet extrait est
ensuite mélangé avec le tampon de mesure dans un ratio 20/180 (uL) et I’absorbance a
340 nm est mesurée sur un lecteur de mico-plaques VersaMax (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). Lors de tous les tests, une plage linéaire de production de NADH

était observée. La pente est donc proportionnelle au taux de réaction des hexokinases et

permet ainsi de calculer le taux de réaction maximal observé.
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3.5 Modélisation et algorithmes utilisés
Tel que mentionné dans la revue de littérature (Equation 2.4), les bilans de masse sur un

systéme métabolique peuvent €tre €crits sous forme d’équations différentielles (équation
2.4). Dans le cadre des présents travaux, une approche de simulation dynamique sera
utilisée pour résoudre ce bilan. Cette approche consiste a décrire le vecteur v des flux
avec des équations cinétiques (équations 2.1, 2.2 et 2.3). Ces équations doivent
représenter le plus fidélement possible les cinétiques enzymatiques connues ou
observées. Lorsque les parametres cinétiques (Vmaxi, Kmi, @, Si;) sont définis, le systéme
peut étre résolu comme un systéme d’équations différentielles ordinaires. Le probléme
majeur ici consistera a trouver des parametres physiologiquement réalistes pour décrire

les comportements observés en culture.

Les simulations présentées dans cette thése ont été effectuées dans 1’environnement
Matlab (The Matworks Inc.). Le systéme d’équations différentielles (Equation 3.1) est
résolu numériquement a ’aide des fonctions ode15s et ode23s. La fonction ode15s
est basée sur I’algorithme NDF (numerical differential formula) et ode23s est basée la
formule de Rosenbrock d’ordre 2 (Shampine et Reichelt, 1997). Le modéle métabolique
simule des dynamiques trés rapides (respiration, consommation d’ATP) qui ont des
temps caractéristiques de l’ordre de la seconde ou de la minute, ainsi que des
dynamiques plus lentes (croissance, production de macromolécules). Le systéme
d’équations différentielles est donc considéré comme étant «raide» (stiff). En

conséquence, le choix du bon algorithme pour résoudre le systéme est important. Les
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algorithmes choisis ont été congus pour les problemes d’équations différentielles

«raides» (Shampine et Reichelt, 1997).

L’ajustement des paramétres cinétiques est tres important afin d’avoir un modele
réaliste. Plusieurs paramétres peuvent étre trouvés dans la littérature ou directement
calculés a partir des données expérimentales. Cependant, le mod¢le doit représenter des
cinétiques enzymatiques in vivo, alors que la plupart des études sur les cinétiques
enzymatiques sont plutét effectuées in vitro. De plus, le modele inclut plusieurs
réactions métaboliques, dont certaines sont paralleles (c’est-a-dire qu’elles ont des
substrats et produits communs), il n’est donc pas acquis qu’une identification univoque
est possible pour tous les paramétres. Dans ce cas-ci, une méthode de minimisation des
moindres carrés entre les courbes simulées et les données expérimentales est tres
efficace pour trouver des paramétres produisant un comportement le plus réaliste
possible. Pour ce faire, deux fonctions de I’environnement Matlab ont été utilisées :
fminsearch et Isqcurvefit. La fonction fminsearch implémente une méthode de
recherche directe basée sur I’algorithme du simplex (Nelder et Mead, 1985). Cette
fonction n’utilise donc par de gradient numérique ou analytique et peut résoudre des
problémes contenant des discontinuités. Cet algorithme n’est pas le plus efficace pour
résoudre les problémes de moindres carrés non-linéaires tel que le probléeme étudié ict,
mais sa versatilité et sa robustesse sont trés utiles pour faire une optimisation des
parameétres lorsque 1’estimé initial est loin de la solution. L’autre algorithme utilisé pour

I’optimisation des parameétres cinétiques du modele est celui de Levenberg-Marquardt
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(Moré, 1978) implémenté par la fonction Isqcurvefit. Cet algorithme permet de résoudre
les problémes de régression non linéaire (au sens des moindres carrés), ce qui le rend
trés utile pour optimiser des paramétres sur des systémes biologiques (enzymes, cellules
etc.) dont les cinétiques sont fortement non linéaires. Cependant, cet algorithme utilise
parfois les dérivées (numériques), ce qui le rend plus susceptible de buter sur des
discontinuités. Bien que les équations du mod¢le ne contiennent pas de discontinuités, il
ne faut pas perdre de vue que la résolution numérique d’équations différentielles donne,

par définition, une solution discontinue.

3.6 Estimation en ligne de la biomasse et des paraméetres reliés
au transfert d’oxygeéne
Au chapitre 7 des présents travaux, des résultats de cultures en bioréacteur sont

présentés. Lors d’une de ces expériences, un estimateur de biomasse a €té intégré dans

une stratégie de culture nécessitant une alimentation proportionnelle a la biomasse.

L’estimation en ligne de la biomasse a été faite a 1’aide du bilan sur I’O, dissous, avec
une correction a chaque prise d’échantillon (mesure directe de biomasse). Le bilan sur

1’0, dissous pour un bioréacteur peut s’écrire comme suit :

0 .
=2 kLaB+kLaS)0(02 -02)—%2-)( 3.1
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Pour un bioréacteur a perfusion (voir section 3.3) ce bilan néglige 1’apport d’oxygene
par le débit entrant de liquide, mais cet apport est négligeable, puisque les taux de
dilution sont faibles par rapport au taux de transfert (D = 0.05-0.5 j" et k;a = 3-8 h''). De
plus, le taux de transfert d’oxygeéne est séparé en deux composantes : une composante
due au bullage (kiap) et une due au transfert avec la surface libre dans la partie
supérieure du bioréacteur (kias). Généralement, on néglige le transfert par la surface
puisqu’il est relativement faible par rapport au transfert par bullage. On se retrouve donc
avec un seul terme pour le transfert, au lieu de deux, ce qui simplifie I’analyse. Pour le
bioréacteur utilis€é dans ces travaux, cette hypothése n’est pas toujours vérifiée. Un
bioréacteur a 1’échelle de laboratoire (3L) avec un ruban hélicoidal et une agitation entre
30 et 60 RPM aura un k;as de ’ordre de 1 h™'. Tel qu’observé par De Dobbeeler et al.
(2006) pour le bioréacteur a perfusion utilisé ici, le taux de transfert par bullage est de
I’ordre de 3-8 h'', tout dépendamment de la vitesse d’agitation et du débit de gaz
alimenté. 11 n’est donc pas acquis que le transfert par la surface sera négligeable lorsque

’alimentation en gaz est arrétée pour de courtes périodes de temps.

Une méthode d’analyse basée sur le bilan (équation 3.1) a donc été développée pour
tenir compte de ce phénomene. Il existe plusieurs méthodes pour estimer le taux de
respiration spécifique et les taux de transfert en O,. Puisque le bioréacteur utilisé lors
des présents travaux est équipé d’une sonde a oxygene dissous, une méthode dynamique
a été appliquée. Cette méthode consiste a interrompre 1’alimentation en gaz pendant un

certain temps, afin d’observer la consommation d’oxygéne par les cellules (durant cette
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période, le kia par bullage est nul). L’alimentation en air est ensuite redémarrée et
’oxygéne dissous revient au niveau antérieur au test. La Figure 3.3 présente des

données expérimentales obtenues lors d’un tel test.

Test d'identification des cinétiques de consommation et transfert d'O2
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Figure 3.3 Identification des cinétiques reliées a 1’0, dissous

Lorsque le terme de transfert par la surface est négligé, I’analyse devient triviale puisque
durant la phase de non alimentation en gaz, la dérivée de 1O, dissous est tout
simplement égale au terme qgo,*X. Quand ce terme est connu, il est pogsible de résoudre
analytiquement le bilan pour la phase de remontée en O, dissous et ainsi trouver le k;a.
Ici, afin de tenir compte du fait que l’aération par la surface n’est pas toujours
négligeable, le bilan sur I’O, dissous a été résolu numériquement dans I’environnement

Matlab et la courbe simulée a été comparée aux données expérimentales. L’algorithme
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de Levenberg-Marquardt a été utilisé pour effectuer une régression non-linéaire et
trouver les paramétres cinétiques optimaux pour décrire les données expérimentales
d’O, dissous. Les paramétres suivants sont identifiés par cette analyse : kiap, kias, qoa.
La concentration de saturation en O, (O;") est définie par 1’équation de Henry sur la
solubilité¢ des gaz. Cependant, les milieux de culture contiennent des ions qui peuvent
affecter la solubilité des gaz. La solubilité de 1’0, dans du milieu B5 en équilibre avec
de P’air est de 0,21 mMol (Lamboursain et al., 2002). Il faut également considérer ici
que le paramétre O, variera dans le temps puisque 1’O, dissous est controlé en
enrichissant le gaz d’alimentation avec de I’oxygene pur (section 3.3). Cependant,
puisque le composition du gaz alimenté est connue, on peut aisément calculer la valeur
de O," dans le temps afin de considérer la bonne valeur dans les calculs. Pour que le
bilan de I’équation 3.1 soit résolu, on doit également connaitre la concentration en
biomasse (X). Les tests d’identification sont donc idéalement effectués juste aprés qu’un
€chantillon ait été prélevé sur le bioréacteur. Finalement, les données brutes d’O- ont été
corrigées pour tenir compte du temps de réponse de la sonde. Le détail de cette

correction est donné en Annexe C.

La Figure 3.4 présente un exemple de résultat obtenu avec cette approche

d’identification.
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Figure 3.4 Identification de paramétres pour le transfert d’O,

Les résultats de la Figure 3.4 nous montrent que le transfert par la surface n’est
effectivement pas négligeable. Dans ce cas-ci, on observe que le k,as équivaut a 8,2%
du ki ap. Avec les parameétres du systeme bien identifi€s, il est possible de réorganiser le
bilan sur 1’0, dissous (équation 3.1) afin de décrire la biomasse dans le temps.

Lorsqu’un contrdleur sur ’oxygene dissous est utilisé, la dérivée de 1’0O- dans le temps

est nulle et nous avons donc I’égalité suivante :

(kLaB+kLaS)0(02*—02)=q020X 32
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Les variables qoz, 01, 0., kias et kiag, sont maintenant soit des variables estimées par le
test de respiration, soit des variables directement mesurées (O) ou connues (O>’). On

peut donc estimer la biomasse en tout temps avec 1’équation suivante :

X= 33

Les variables O, et O, peuvent étre continuellement mises a jour (i.e. a chaque seconde
ou minute, soit beaucoup plus rapidement que les dynamiques de culture). Les
parametres estimés peuvent étre mis a jour a chaque fois qu’un échantillon est prélevé et
qu’un test de respiration est effectué. Cette mise a jour a été effectuée de manicre
quotidienne, puisque les échantillons étaient prélevés a cette fréquence. L’estimateur de
biomasse a été testé sur une culture en perfusion avec un débit d’alimentation
exponentiel de milieu BS5 (données non montrées). La Figure 3.5 présente la
comparaison entre les données expérimentales et 1I’estimation de la biomasse par le bilan

sur 1’0, dissous.
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Figure 3.5 Estimation de la biomasse par le bilan sur I’O; dissous

L’estimateur de biomasse semble donc adéquat pour fournir des valeurs de biomasse
entre les prises d’échantillons, puisqu’il suit bien les tendances expérimentales

observées de la phase de croissance et de la phase stationnaire.



81

CHAPITRE 4 : APREDICTIVE NUTRITIONAL MODEL
FOR PLANT CELLS AND HAIRY ROOTS

4.1 Présentation de I'article ‘A predictive nutritional model for
plant cells and hairy roots’

Cette section reprend ’article intitulé A predictive nutritional model for plant cells and
hairy roots. L’article a été accepté pour publication dans la revue Biotechnology and

Bioengineering (Vol. 99, No. 1, p.189-200).

Cet article vise a démontrer qu’il est possible de modéliser les dynamiques
nutritionnelles des cultures végétales (cellules ou tissus) avec une structure commune de
bilans de masse et d’équations cinétiques. Le modele proposé dans cet article est une
continuation de travaux antérieurs sur la modélisation de la symbiose mycorhizienne
(Jolicoeur et al., 2003). Le modele présenté ici décrit I’assimilation et la gestion
intracellulaire des trois nutriments majeurs (sucres, azote, phosphate) pour les cultures
végétales. Le modele a été appliqué a deux lignées de racines (D. carota et C. roseus),
ainsi qu’a une culture en suspension de E. californica. Le modeéle permet d’identifier les
parametres reliés au transport des nutriments et a la croissance. De plus, la capacité
prédictive du modéle a été vérifiée a I’aide de cultures en mode semi-continu

(changement de milieu). Puisque la base de modélisation nutritionnelle s’est avérée
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transposable entre différentes espéces cellulaires, ceci laisse supposer qu’il sera possible
q p

d’effectuer la méme transposition pour un mode¢le métabolique.
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4.3 ABSTRACT

A structured nutritional model proposed previously for the description of the symbiotic
association of hairy roots and mychorrizal fungi was further developed to describe
growth and nutritional behaviour of Eschscholtzia californica suspension cells and
Catharanthus roseus and Daucus carota hairy roots in in vitro culture. The model
describes the cells specific growth rate from intracellular nutrients such as inorganic
phosphate (Pi), nitrogen sources (NO; and NH,") and sugars. Two-level Michaelis-
Menten kinetics is used to describe P1 and NO; uptake and a single Michaelis-Menten
kinetic is used to describe sugars uptake. Model parameters for each cell line were
calibrated using data from batch cultures and the predictive capacity of the model was
tested using data from medium exchange hairy root cultures. The model describes
growth and nutritional behaviour for the cell and hairy root lines. A sensitivity analysis
was performed to identify critical model parameters and effect of initial conditions. The
cell and hairy roots lines were also compared from their kinetic parameters. This work
thus presents a kinetic model efficient for describing and predicting growth and

nutritional behaviours of suspension cells and hairy roots.

4.4 KEYWORDS
Modeling, Plant Cells, Hairy Roots, Cell Nutrition, Kinetic Model
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4.5 NOMENCLATURE

DWr: Dry-to-wet weight ratio converting the cell mass increase in medium water loss
Evap: Evaporation rate measured in Petri dish liquid cultures [mLed"]

inhiP: Growth inhibition index on extracellular Pi

K;xus: High affinity constant for the transport of NH,” [mmol NH, L]

Ky nus: Low affinity constant for the transport of NH," [mmol NH4+0L"]

K nos: High affinity constant for the transport of NO; [mmol NO3'0L"]

Kiinos: Low affinity constant for the transport of NO;” [mmol NO3'0L"]

K, p: High affinity constant for the transport of Pi [mmol PieL "]

K p: Low affinity constant for the transport of Pi [mmol PieL "]

K;s: Affinity constant for the transport of sugars [g sugareL "]

Kx: Growth rate constant associated with intracellular nitrogen [g DWemmol N.]
Kp: Growth rate constant associated with intracellular Pi [g DWemmol” P,]

K,,: Growth inhibition constant on extracellular Pi [mmol Pieg"' DW]

Ks: Growth rate constant associated with intracellular sugars [g DWeg™' sugar]
my: Hairy root maintenance rate related to N [mmol Ne g' DWe d']

mp: Hairy root maintenance rate related to Pi [mmol P.eg”' DWed']

ms: Hairy root maintenance rate related to sugars [g sugareg”’ DWed']

N,: Intracellular nitrogen concentration [mmol™ N.e g DW]

N, cnir: Critical intracellular nitrogen concentration [mmol N.e g DW™']

N, min: Minimum intracellular nitrogen concentration [mmol N.e g DW™]

NH,": Extracellular NH;" concentration [mmol NO;y oL ]
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NOj5: Extracellular NO3 concentration [mmol NO5eL™']

Pi: Extracellular inorganic phosphate concentration [mmol PieL™"]

P_: Intracellular Pi concentration [mmol Pc-g'l DW]

P, i Critical intracellular Pi concentration [mmol PCOg’l DW]

P, .,: Minimal intracellular Pi level [mmol Pcog'1 DW]

Fiyaro: Sucrose specific hydrolysis rate [g sucroseeg”’ DWed™']

S: Total extracellular sugars (glucose + fructose) concentration [g sugarseL]
S.: Intracellular sugars concentration [g sugarseg”' DW]

S.crir: Critical intracellular sugars concentration [g sugarsog'1 DW]

Se.min: Minimum intracellular sugars concentration [g sugarsog'1 DW]

SC. : Intracellular storage carbohydrates concentration [g sugarseg”’ DW]
S0: Extracellular sucrose concentration [g sucrosesL™]

u: Specific growth rate [d]

max: Maximum specific growth rate [d']

V: Liquid medium volume [L]

Viasina: High affinity NH,™ maximum specific uptake rate [mmol NH, eg” DWed™']
Vinaxunug: Low affinity NH," maximum specific uptake rate [mmol NH4+0g" DWOd‘l]
Vinax.invos: High affinity NO;™ maximum specific uptake rate [mmol NO;’og’1 DW-d’l]
Viyax11n03: Low affinity NO;” maximum specific uptake rate [mmol NO; eg”' DWed]
Vinainmin: NO3” maximum specific uptake rate at N, < N, ,; [mmol NO3'0g'l DWOd"]
Vimax1.p: High affinity Pi maximum specific uptake rate [mmol Pieg' DWed]

Vmasp: Low affinity Pi maximum specific uptake rate [mmol Pieg”’ DWed™]

Vinax.1.pmin: P1 maximum specific uptake rate at P, < P, ,;, [mmol PiOg'l DWed']



Vnax1s: Maximum sugars uptake rate [g sugarog‘1 DWOd"]

Vmax.1.5min: Maximum sugar uptake rate at S, < S, ..., [g sugarOg" DWOd’l]
Viax.s.sc: Maximum rate for storage of carbohydrates [g sugareg” DWed']
X: Biomass [g DW/dish or g DW/flask]

Yyn: Yield coefficient on nitrogen | g DWemmol' N]

Yyp: Yield coefficient on Pi [g DWemmol' P]

Yys: Yield coefficient on sugar [g DWOg" sugar]

87
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4.6 INTRODUCTION

Growing in nutrient limited and variable soil conditions, plants have developed unique
physiological strategies maintaining efficient management of intracellular inorganic
phosphate (P1) (Bieleski, 1973; Bieleski and Ferguson, 1983; Schachtman et al., 1998;
Plaxton, 1999), nitrogenous compounds (Crawford and Glass, 1998) and sugars
(Thorsteinsson and Tillberg, 1987; Schellenbaum et al., 1998). Plant cell nutritional
state thus plays a crucial role on cell metabolism by controlling enzyme activity and
gene expression. Intracellular Pi is involved in the regulation of the bioactivity of
metabolic intermediates, nucleotides (e.g. ATP, NADPH) and enzymes through
phosphorylation/dephosphorylation processes (Thorsteinsson and Tillberg, 1987). Wong
et al. (2004) showed that the expression of one of the asparagine synthetase genes
(ASN2) in Arabidopsis thaliana was correlated to intracellular ammonium
accumulation. In in vitro culture, P1 and ammonium ions of standard culture media such
as B5 and MS are usually depleted within the first hours or days and the cell storage
pools then support growth for the remaining days or weeks of culture. Sub-culturing
Eschscholtzia californica cells in standard BS, low-Pi and low-nitrate B5 media has
resulted in cells with significantly different behaviours (Lamboursain and Jolicoeur,
2005). The maximum specific production in total alkaloids after elicitation by chitin
showed to occur at different growth stages such as at stationary phase (6 to 10 d post-
inoculation) for the nitrate-limited medium, and much earlier for the Pi-limited medium
at early exponential growth (1 to 3-d-old). Surprisingly, this trend coincided with the

cells intracellular content in free glucose with time. The nitrate-limited culture has led to
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~7 times more alkaloids than for the Pi-limited culture and the cells specific sugar
content was also ~7 times higher that that in Pi-limited culture.

A plant cell is highly sensitive to its nutritional environment and perturbations in
medium composition as well on the identity of the limiting nutrient. These factors will
play on plant cell behaviour and affect our capacity to perform reproducible cultures.
The cell interaction with its environment is highly dynamic and has an impact on the
long term. Therefore, a better knowledge on the relationship between cell behaviour and
its nutritional state might give precise insights allowing to adequately manipulating the
culture medium and reduce culture variability. Such knowledge may be transposed as a
tool enabling manipulating cell behaviour towards specific objectives such as growth
and/or productivity in a molecule of interest. A descriptive model for estimating plant
cell nutritional state in vitro was suggested by Curtis et al. (1991) who proposed to use
intracellular Pi concentration in the specific growth rate expression for Papaver
somniferum suspension cells. Then, van Gulik et al. (1993) simulated Catharanthus
roseus cell suspension growth using both intracellular Pi and sugar concentrations in the
specific growth rate expression. This model was modified by Schlatmann et al. (1999)
who described ajmalicine production in C. roseus cell suspension from intracellular
sugar accumulation. Zhang and Su (2002) used the model proposed by van Gulik et al.
(1993) to estimate intracellular Pi concentration applying an extended Kalman filter.
However, their method is restricted to phosphate limited cultures. In a previous work, a
nutritional model was developed for Daucus carota hairy roots (Jolicoeur et al., 2003)

with the root cells specific growth rate described from intracellular Pi and sugars and
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extracellular nitrate. The model also includes the concept of minimal intracellular
concentration in P1 and sugars for growth to proceed, which allowed describing the lag
phase. However, the results of Lamboursain and Jolicoeur (2005) suggest that specific
growth rate term should also include intracellular pools in nitrogenous compounds. The
goal of the present work was thus to evaluate the potential of a structured nutritional
model based on intracellular cell contents in Pi, nitrogenous compounds and sugars to
describe the growth and nutritional behaviour of plant cells grown as suspension cells as
well as hairy roots. A brief summary of the aforementioned articles on structured
nutritional modelling for plant cells and hairy roots is presented in Table 4-1, including
the model proposed in this work. The nutritional models are compared on the basis of
cell type, nutrients (extracellular and intracellular), description of secondary metabolites
production, number of parameters and model predictive capacity. The model presented
here is the first model to describe both the extracellular and intracellular dynamics for
the three major constitutive nutrients (carbon source, phosphate and nitrogen) in both
plant cells and hairy roots cultures. Since one of these three nutrients is often the
limiting nutrient, the model proposed here can be applied in a broad range of
experimental conditions. The description of the dynamics for sugars, nitrogen sources
and phosphate allows using the model without a priori assumptions on the limiting

nutrient.



Table 4-1 Models for Plant Cells and Hairy Roots Nutrition

Model Cell type Nutrients
Extracellular Intracellular
Cu(rlti;git)al' Cell suspension --- Pi
V:? ?11;1;1;)& Cell suspension  Glucose, P1 Pi, ?;;j&%;%giiﬁggﬁ;ﬁnds
Scilll'a(tingagngr; ° Cell suspension Glucose Carbohydrates
Zha?zgo 8331 SU et suspension Pi Py, phosph(ztl;yéztlzg)compounds
Jolicoeurtal: ey rogrs  NOT Sugars
Le?;ocozt)al’ Hairy roots NO3"I§;JgarS’ Nitrogen, Sugars, Pi
ClozlztiOea‘;)t al. Hairy roots NO5, siugars, Nitrogen, Sugars, Pi
This work C:llla is?;;(e)gt:i/on I\ég;;g,}ij:’ Nitrogen, Sugars, Pi
Model  Celpe O, parameters capaciy tested
Cu(r;igs9elt)al. Cell suspension no 2 no
V:? ?11;1;1;)6 t Cell suspension no 11 yes
Schlatmann et ., suspension  ajmalicine 11 yes
al. (1999)
Zhaégogg Su Cell suspension no 13 yes
Joliczggl(l)g ;t al. Hairy roots no 51 no
Lezizu(;:ozt)al. Hairy roots precursors 89 no
Clo?ztioe(; 7e)t al. Hairy roots precursors 108 no
This work Hairy roots/ 1o 39 yes

Cell suspension
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Model parameters were calibrated for Eschscholtzia californica cell suspension and
Catharanthus roseus and Daucus carota hairy roots using experimental data taken from
previous works (Lamboursain and Jolicoeur, 2005, Leduc et al., 2006, Bouchard-
Marchand, 2000). These experiments are described in the Materials and Methods
section. A sensitivity analysis was performed to identify critical parameters and culture
conditions. The predictive capacity of the model was tested on data from medium

exchange cultures of C. roseus and D. carota hairy roots.

4.7 MATERIALS AND METHODS

Biological materials and description of the cultures

Hairy roots cultures
Data for D. carota hairy root culture were taken from Bouchard-Marchand (2000). D.

carota hairy roots were transformed by Agrobacterium rhizogenes as described in
Bécard and Fortin (1988). The root cultures were maintained in 250 mL flasks by
monthly transfers of ~ 0.6 g fresh weight (FW) of roots in 80 mL fresh modified White
medium (Table 4-2, Bécard and Fortin, 1988). The flasks were maintained at 23+1°C, in
the dark (except for manipulation) and agitated at 120 rpm. Batch and medium exchange
cultures were both performed using ~ 0.32 g FW of roots obtained from 15 to 20 day old
shake flask cultures. The liquid culture medium was based on minimum (M) medium
(Table 4-2, Bécard and Fortin, 1988) using KH,PO, (0.12 mM Pi), KNO; (3 mM NOs)

and 1% sucrose.



Table 4-2 Media composition
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Modified White’s M BS
(Bécard and (Bécard and
Fortin, 1988) Fortin, 1988) (Jamborg, 1968)
(mgeL") (mgeL") (mgeL")
Glucose - - 30 000
Sucrose 10 000 10 000 - 30 000 ---
KNO; 80 80 2500
Na,SO,4 10H,0 453 - ---
MgSO0,7H.O 731 731 250
(NH4),SO, -—- - 135
Ca(NQs),"4H;0 288 288 -
KH,PO, --- 4.8 ---
KCl 65 65 ---
NaH,PO4-H,O 21.5 - 150
MnC13'4H20 6 6 -
MnSO4-H,;O --- --- 10
H;BO; 1.5 1.5 3
ZnSO,47H,0 2.65 2.65 2
Kl 0.75 0.75 0.75
Na,Mo0O,2H,0 0.0024 0.0024 0.25
CuSO,4-5H,0 0.13 0.13 0.025
CoCl,-6H,0 - --- 0.025
Glycine 3 3 ---
Inositol 50 50 100
Nicotinic acid 0.5 0.5 1
Pyridoxine-HCl 0.1 0.1 1
Thiamine-HCl 0.1 0.1 10
CaCl,'2H,O --- - 150
NaFe-EDTA 8 8 -
FeSO4+-EDTA —- --- 43
2,4-D --- --- 0.2
kinetin - --- 0.1

Batch cultures were performed in Petri dish (9 cm in diameter) filled with 40 mL of

medium. Petri dishes were kept in the dark at 23+1°C. Roots in batch cultures were

harvested twice a week for measurement of fresh and dry weights (80°C, 24h) as well as

for intracellular analyzes, as previously described (D. carota: Jolicoeur et al., 2003; C.
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roseus: Leduc et al., 2006). Whole Petri dishes were taken as samples (n = 3 to 5). The
roots were rinsed twice with deionized water (18.2 MOhm-cm at 25°C) and frozen in
liquid nitrogen for further analysis. The medium was filtered (0.2 pm) and frozen
(-18°C) for further HPLC analysis. Medium exchange cultures were performed in 250
mL shake flasks containing 80 mL M-based enriched medium (Table 4-2) witﬁ 1 mM Pi
and 10 mM NO; which was periodically renewed. The culture medium was sampled and
analyzed every 3-4 days looking specifically at Pi and nitrate contents, and the medium
was changed when the Pi and NO; concentrations were below 0.2 mM and 3 mM
respectively. At each medium exchange, the medium was withdrawn (and sampled) and
the roots were weighted (fresh) within the flask (into a sterile cabinet) before addition of
fresh medium. Roots were harvested once a week for fresh and dry weights and

intracellular analysis (n = 3 to 5). The medium was sampled at each medium exchange,

filtered (0.2 um) and frozen (-18°C) for further HPLC analysis. Data for C. roseus hairy
root cultures in Petri dish were taken from Leduc et al. (2006). Cultures were performed
using approximately 0.125 g FW of roots to inoculate a 9 cm Petri dish containing 25 ml
of M medium with 3% sucrose and 0.12 mM Pi (Table 4-2). Whole Petri dishes were
taken as samples (n = 3) following a similar protocol than for D. carota and which is

described in Leduc et al. (2006).

Cell suspension cultures
Data for E. californica cell suspension culture in Erlenmeyer flask were taken from

Lamboursain and Jolicoeur (2005). Cultures were performed in shake flasks on an

orbital shaker at 120 RPM using a B5 medium supplemented with 3% glucose (Table
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4-2). The flasks, containing 160 ml of fresh medium, were inoculated with 80 g of a
10-13 days old suspension. Sampling was performed every day with whole flasks taken
as samples (n = 3). After sampling, the suspension was filtered to separate the cells from
the medium. Cells were rinsed twice with deionized water and frozen in liquid nitrogen

for further analysis. The filtered liquid medium (0.2 pm) was kept at -18°C until further

analysis.

Analytical
Analysis of intracellular and extracellular sugars and ions for both root and suspension

cultures were done by HPLC as previously described (D. carota: Jolicoeur et al., 2003;
C. roseus: Leduc et al., 2006; E. californica: Lamboursain and Jolicoeur, 2005). Total
cells content in available Pi and Kjeldhal nitrogen contents were determined as
previously described (D. carota: Jolicoeur et al., 2003; C. roseus: Leduc et al., 2006; E.
californica: Lamboursain and Jolicoeur, 2005). The total cell Pi content was determined
using the Lachat method (Standard Operating Procedure for Total and Dissolved
Phosphorous, Revision 1, Grace Analytical Lab, 536 South Clark Street, Floor Chicago,
IL 60605). Total cell content in reduced nitrogen was determined using a micro Kjeldahl
procedure with sulfuric acid digestion as described by Isaac and Johnson (1976). Then,

the total cell content in available nitrogenous compounds (N.) was estimated by adding

the cells content in nitrate to the Kjeldahl nitrogen.
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4.8 THE STRUCTURED KINETIC MODEL

The model presented in this work (Table 4-3) builds on a model previously described in
Jolicoeur et al. (2003) by specifically adding the description of intracellular nitrogen
management. Cell content in available nitrogenous compounds (N.) is included in the
specific growth rate term (u, Table 4-3, equation 2), in addition to intracellular Pi and
free sugars (glucose and fructose). The specific growth rate (Table 4-3, equation 2) 1s
described with multiple Tessier kinetics based on intracellular concentrations. Threshold
levels identifying minimal intracellular nutrient concentrations (Pc¢min, Nemin, Sc.min)
define the minimal cell content for growth to proceed. Nutrients uptake is described by
single Michaelis-Menten kinetics for sugars (Table 4-3, equation 9) and by dual
Michaelis-Menten kinetics for the other nutrients (Table 4-3, Pi: equation 3; NOs™
equation 5; NH,": equation 6). If the intracellular concentration for a nutrient is below
the minimal level, the uptake of the nutrient will be affected and the maximum specific
uptake rate will be described by a minimal uptake rate (VmaxIPmin, VmaxINmin,
Vmax,Lsmin). The model accounts for the cell intracellular management in S., N. and Pi
pools (Table 4-3, equations 4, 7 and 10) and it describes cell growth even if the
extracellular nutrient concentrations are depleted. A single cell population was
considered with homogenous spatial conditions. However, the differential equations are
presented as partial derivatives since spatial uniformity is a hypothesis. It is assumed
that cell division leads to daughter cells having same intracellular composition as mother
cells, with a dilution of intracellular nutrients proportional to cell growth (Table 4-3,

equations 4, 7 and 10).
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Table 4-3 Equations of the nutritional model

Reaction Equation
1- Growth %quo)(
2- Speciﬁc P l_e_KP.(Pc_Pc,min)} l—e—KS .(Sc_sc,min)} l_e_KN'(Nc_Nc,min) . KPP
growth rate e K, +PinhiP
3-Piinte 4 _| K K\ x B
medium or mw P K L +P  mxIP K, +P | V V ot
> 1 N 1
4- Plant 5 » N
Intracellular c -y o—— i 4y . i - +P |ep—m
R ot mx. I.P K 4 P max 4P K, L+ P Y |, c P
P] Lp 1 . i X/
/P
5- NO5y” in 3N03_ _ . N03— oy . NO3— X NO3_ v
T - max..NO3 -, i — max.JLNO3 1 | arry — ST
the medium K nos + NOy Kunos+NOy™| V.V ot
6-NHs in  owvH,* NH* NH,* x NH oy
th di 3,4 =V axs vaa .—4“‘_.}.‘ H antnize ® : rall ey =
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carbohydrate Yyis
aSCc ( ) (oth ise)
- otherwise
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12- Medium @

volume
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Also, it is assumed that the cell cannot accumulate a nutrient at a level higher than a
critical concentration (Sccrit, Neerit and Pecrie). If the intracellular concentration is at
critical concentration, the cells will only uptake what is necessary to sustain growth and
maintenance. Table 4-4 lists the parameter values and Table 4-5 lists the state variables

of the model and their initial conditions.
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Table 4-4 Parameters of the Model (continued on next page)

Hairy roots Cell suspension

Parameter C.roseus D.carota E.californica
Umax 0.2870 0.2655 0.2835
inhiP 1.57 1.53 3.58
DWr 0.167 0.100 0.050
Evap 0 0.0583 0
Kip 0.0014 0.0026 0.0050
Kip 0.36 0.47 0.35
Kis 1.03 1.08 1.21
KiNo3 0.0677 0.0829 0.0150
KiiNo3 1.43 1.93 2.04
Ki,nH4 -—- - 0.02
Kii,NH4 - - 7.25
Kr 62.7 62.4 14.9
Ks 57.1 48.4 51.3
K~ 0.46 0.49 0.24
Kpp 1.144 1.741 3416
mp 0.0010 0.00005 0.00005
mg 0.0007 0.0007 0.0007
my 0.0007 0.0001 0.0007
Pc,min 0.0410 0.0023 0.0050
Pecrit 0.507 0.231 0.810
Thydro 0.256 0.610 —
Sc,crit 0.26 0.08 0.09
Sec,min 0.0050 0.0085 0.0070
Ne,crit 1.876 3.852 5.322
Ne,min 0.42 1.02 0.05
Vmax,LP 0.0025 0.0012 0.0440
Vmax,ILP 0.0925 0.0720 0.9037
'Vmax,I,Pmin 0.00080 0.00075 0.00075
Vmax,INO3 0.0015 0.0022 0.0273
Vmax,II,NO3 0.167 0.470 1.487
Vmax,I,N,min 0.0015 0.1703 0.0015
Vmax,1,$ 0.15 0.02 0.47
Vmax,1,Smin 0.0015 0.0015 0.0144
Vmax,I,SC 0 1 5 - 047
Vmax,I,NH4 - - 0.2451
Vmax,II,NH4 - --- 7.8264
YxN 0.72 1.84 1.20
Yxrp 20.06 37.04 12.08
Yxus 15.22 8.33 2.11
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Table 4-4 Continued
Parameter Units Eq. Reference’
Iimax d’ 2 Jolicoeur et al., 2003
inhiP dimensionless 2
DWr g DWeg FW-1 12
Evap mLed’ 12
Kip mmol PieL™! 3,4 Jolicoeur et al., 2003 Schachtman et al., 1998
Kip mmol PieL™ 34 «
Kis g sugareL’! 9,10, 11 Jolicoeur et al., 2003
KiNo3 mmol NOjs oL 5,7 Aslam et al., 1992
KiNos3 mmol NOjeL™! 5,7 Le Bot et al., 1998
Ki,NH4 mmol NH; oL 6,7
Kii,Nn4 mmol NH, oL 6,7
Kp g DWemmol™ Pi 2
Ks g DWeg ! sugars 2
K~ g DWemmol” NOy’ 2
Kpp mmol Pieg”' DW 2
mp mmol Pieg! DWed'! 4
ms g sugareg” DWed™' 10
my mmol NOy'e g’ DWe d”! 7
Pc.min mmol Pieg! DW 2
Pe crit mmol Pieg”' DW 4
Thvdro g sucroseeg” DWed’ 8
Se,crit g sugareg”’ DW 10, 11
Se,min g sugareg™ DW 2
Nc,crit mmol NOj'e g DW' 7
Ne,min mmol NOj'e g DW! 2
Vmax,LP mmol Piog‘] DWed'! 3,4 Jolicoeur et al., 2003 Furihata et al., 1992
Vmax,IL,P mmol Pieg! DWed 3,4 «
Vmax,I.Pmin mmol Pieg”’' DWed™ 3,4
Vmax,I,NO3 mmol NO;'eg”’ DWed 5,7 Cerezo et al., 1997
Vmax1iNo3  mmol NOjeg’! DWed™ 5,7 Sugiyama and Ishigaki, 1994
Vmax,I,N,min mmol N03'°g" DWed 5,7
Vmax,1$ g sugareg”’ DWed 9,10
Vmax,I,Smin g sugareg”’ DWed 9,10
Vmax,1,5C g sugareg”’ DWed™ 11
Vmax,|NH4 mmol NHy eg” DWed" 6,7
Vmax,iNH4e  mmol NHy eg”! DWed'! 6,7
YxN g DWemmol' N 6
Yxip g DWemmol™ Pi 4 Jolicoeur et al., 2003
Yxis g DWeg! sugar 10 «

! Parameters were first estimated from literature as indicated and the remaining were determined from
model calibration. Eq. numbers indicate the equations in which a parameter intervenes.
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Table 4-5 State Variables and Initial Conditions

Variable Initial value Units
C. roseus D. carota  E. californica
X 0.0197 0.0243 0.170 gDW (per dish or flask)
Pi 0.11 0.12 0.85 mmol PieL"!
P, 0.117 0.015 0.195 mmol PiegDW!
SO 39 11 0 geL"!
S 2.80 0.00 25.75 geL"!
Se 0.200 0.010 0.0827 gegDW!
SC. 0.30 0.00 0.15 gegDW!
NOy 3.35 3.28 20.00 mmol NO3eL"
NH," 0 0 2 mmol NH4eL"
N, 0.385 0.860 2310 mmol NegDW"!
\% 0.025 0.040 0.233 L

Since the model was challenged with data from a cell suspension and two hairy root
lines for three plant species cultivated using different media, the model structure had to
be slightly adapted to cope with the different conditions. C. roseus and D. carota hairy
roots were cultured in a modified White's medium using sucrose while E. californica
suspension cells were cultured in standard BS medium but with glucose. However, the
model accounts for the uptake of simple sugars (glucose and fructose) whether they
come from sucrose hydrolysis or from initial medium composition. The low salt media
used in root cultures contain only nitrate but B5S medium contains both nitrate and

ammonium ions as nitrogen sources, so the uptake of ammonium is also described
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similarly to Pi and nitrate transport systems with a dual transport system. In the model,
free intracellular ammonium and nitrate are pooled as cellular nitrogen (N.). Since plant
cells and hairy roots are known to accumulate sugars in the form of starch and free
sugars (Lamboursain and Jolicoeur, 2005; Leduc et al., 2006), it was decided to consider
that the cell can accumulate free sugars up to a maximum level and store sugars, such as
starch, in a pool labelled as ‘storage carbohydrates’ (SC., Table 4-3, equation 11).
Storage carbohydrates (SC.) first need to be hydrolysed in free sugars to be used by the
cells. Only free sugars are used in the specific growth rate term. For the D. carota hairy
root cultures, sugars storage was not considered since there was no experimental data on
stored carbohydrates available. However, none of the five experiments considered in
this work (3 batch cultures and 2 medium exchange cultures) were limited by the carbon
sources. The model is thus composed of the same differential equations for the three cell

lines but with different parameters values.

Parameters Estimation from Model Simulations
The simulations were performed using Matlab (The Mathworks Inc.). Integration of the

differential equations was done using a Runge-Kutta subroutine, through appropriates
ode functions (odel5 or ode23s). The error minimization between experimental data
and simulations was performed for each cell line using the lsqcurvefit.m
subroutine (Optimisation toolbox, Matlab). This subroutine is based on the Levenberg-
Marquardt algorithm (More, 1977). The global error to be minimized was calculated as
the sum of squares of normalized errors between each data point and their simulated

values as in Leduc et al. (2006). The errors were normalized using the median value for
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each data set. This method ensures that each data set will have a similar weight in the
parameter optimization routine. For the hairy root cultures, only the data from batch
cultures were used for calibrating the parameter values. The parameter calibration
routine requires estimating initial values for the unknown parameters. Initial estimates
for many parameters (mainly for transport) were taken from literature (Table 4-4). Yield
coefficients were first estimated by mass balances on experimental data. Maximum
specific growth rates were first estimated from linear regressions on experimental data at
exponential growth phase. It is expected that the optimization problem of finding
parameters that minimize the error does not have a unique solution. However, the
algorithm used for parameter estimation ensures that the solutions will be local minima.
Moreover, the 1sgcurvefit.m subroutine allows restricting the parameter values to

a given realistic physiological range.

4.9 RESULTS AND DISCUSSION

Identifying sensitive parameters
Model sensitivity to a parameter was arbitrarily defined as the percentage variation of

the residual sum of squares when the parameter is changed by +25%. The model seemed
to be sensitive (>25% variation of global error) only to few parameters (Figure 4.1). For
C. roseus hairy roots, four parameters related to nitrogen (Yxmw, Nmin, Vmaosn and
Kxosn) and the specific sucrose hydrolysis rate (rwya,) showed to have an influence on
the global error. For D. carota hairy roots, the model showed to be sensitive to the

parameters related to sugars (Yxs and Viaxis), phosphate (Vimae,n) and nitrogen (Nmin). In
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the case of E. californica cell suspension, the model was sensitive to three parameters
related to nitrogen (N and Viawos.n, and Knosn to a lower extent) and two related to
sugars (Yxs;s and K;s). These observations showing the model to be sensitive to most of
the nutrients for the three lines may result from using culture media that have been
historically selected for being well balanced. Furthermore, intrinsic nutrient
accumulation capacity of plant cells is also involved. The maximum specific growth rate
(1max) showed to influence the global error only for E. californica and C. roseus cultures
for which there was no plateau phase, as compared to that for D. carota. The model also
showed to be sensitive to initial concentrations in extracellular Pi, sugars or nitrate,
which may suggest the importance of sub-culture history in cell behaviour as proposed

previously (Lamboursain and Jolicoeur, 2005).
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Figure 4.1 Sensitivity analysis on model parameters for the three cell lines.
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Suspension cells and hairy roots growth and nutritional behaviour

Catharanthus roseus hairy roots
The model showed to simulate growth, including the beginning of the stationary phase,

Pi and NO; uptake and accumulation (Figure 4.2). However, simulated sucrose
hydrolysis showed a lower rate than for experimental data (Figure 4.2c). Simulated free
intracellular sugars rapidly reached S..:, a value arbitrarily considered as the maximum
cell capacity, and remained to that value for the culture duration while experimental data
showed progressive increase for the first 10 d and then a slow decrease to the initial
level. Simulation of the cells content in stored carbohydrates (SC.) suggests their
dilution from cell division the early days following culture inoculation, and then their
accumulation at the end of the culture. Carbohydrates (e.g. starch) accumulation process
is known to be favoured under Pi or nitrate limiting conditions (Lamboursain and
Jolicoeur, 2005 and references therein). However, the actual model structure is not
expected to accurately describe accumulation phenomenon related to nutrient
limitations. The simulated final intracellular state variables were all within 25% of the

experimental values.
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Figure 4.2 Model simulation and experimental data for C. roseus culture. Symbols

represent experimental data and lines are for model simulation. Extracellular nutrients:

Pi (a), nitrate (b), sucrose (A) and sugars (m, glucose and fructose) (c); Root mass and

medium volume (dashed line) (d); Intracellular nutrients: Pi (¢); nitrogen (f); sugars (g);

Solid line in (g) represents simulation for intracellular sugars and the dashed line

represents simulation for storage carbohydrates; Specific growth rate (h) was estimated

(w) from the hairy root mass data and compared with model prediction (line). Each

sample was a complete Petri dish (n = 3). Error bars represent the standard error.
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The final (experimental and simulated) intracellular nitrogen concentration (N; final =
0.45 mmol/gDW) was close to the initial one and just above the minimal free
concentration (Nemin = 0.42 mmol/gDW). Pi is thought to be the limiting nutrient since
its final intracellular concentration has reached the minimal free concentration (Pc,min).
However, it is clear that N. or P. could be limiting in that case, within culture
variability. The model can thus be useful to identify the limiting nutrient. The simulation
of hairy roots specific growth rate (Figure 4.2h) was in accordance with experimental
data, following the trend of the calculated specific growth rate. However, the biomass
data was noisy, because of the inherent variability of hairy root culture and the difficulty
to perform representative tissue sampling, which affects the calculation of specific
growth rate with time. Thus, differences can be observed between experimental and
simulated specific growth rates at some points in time.

There are cellular management processes that are not described by the model and which
may explain some discrepancies between the model simulations and experimental data.
An increase in the extracellular nitrate and sucrose concentrations in the days following
inoculation was observed. This coincided with a decrease in intracellular nitrogenous
compounds (N.), and, to a lesser extent, in P.. Water uptake by the roots might explain
these observations. A decrease in liquid medium volume of 3.2 mL on an initial volume
of 25 mL was simulated, and this volume decrease was distributed among evaporation

(2.9 mL) and the water volume required for the biomass increase (0.3 mL).
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Daucus carota hairy roots
The lag (0-5 d), growth (5-45 d) and stationary (from 45 d) phases observed

experimentally were simulated by the model with an overestimation of the final biomass
(Figure 4.3d) and a slight underestimation of the specific growth rate during the
exponential phase (Figure 4.3h). This difference could be explained by the calculation of
hairy roots specific growth rate from noisy biomass data and difficulties in tissue
sampling, as explained above. The model simulated accurately NO;™ and Pi uptake
(Figure 4.3a and b) and accumulation (Figure 4.3e and f). However, simulation of the
intracellular use of nitrogenous compounds was overestimated from day 30 but
converged close to the final experimental N. concentration. There were no significant
differences between initial and final intracellular concentrations for both experimental
and simulated values. The limiting nutrient was the nitrogen source since its final value
is at the minimal free concentration (N.min) at 1.021 mmol/gDW. Results for sugars
suggested that the model is overestimating sucrose hydrolysis rate while describing
accurately the residual free glucose and fructose in the culture medium during cell
growth phase (Figure 4.3c). Then, the model has underestimated free sugars uptake at
growth cessation (~40 d). Simulation of intracellular sugars (S.) rapidly reached the
maximal value allowed (0.08 g/gDW) (Figure 4.3g). Unfortunately, no experimental
data on intracellular sugars were available for that experiment. However, experimental
extracellular sugars concentration suggests that the culture was not limited by the carbon

sources. The model predicts a decrease of 6.67 mL in volume (40 to 33.3 mL) and this
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decrease was due to evaporation (5.83 mL) and to the water needed for the biomass

increase (0.84 mL).
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Figure 4.3 Model simulation and experimental data for D. carota culture. Same
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Eschscholtzia californica suspension cells
Growth is simulated by the model (Figure 4.4d) as well as the specific growth rate

which remained near the maximal observed value at 0.13 d"' from day 1 to day 7 (Figure
4.4d). A deceleration phase starts at day 8, but no plateau growth phase was reached for
the culture duration. The nutritional behaviour of E. californica cell suspension (Figure
4.4) differed from that for the roots. Pi uptake was completed within 4 hours as
compared to ~15 days for both root systems, even though the BS medium used for E.
californica contains 10 times more Pi than the culture media used for the root cultures.
This rapid uptake caused intracellular Pi concentration to increase within the first hours
of culture (Figure 4.4¢). A faster decrease in experimental intracellular Pi was observed
for the first days, which could be explained by Pi mobilization (for ATP production and/
or protein phosphorylation) or by Pi efflux in non-free forms (i.e. not detected by the
analytical protocols used). The model simulation for intracellular Pi coped with
experimental data, but it is clear that a better description of the cellular phenomenon
could improve the descriptive capacity of the model. NO; and NH," uptake
(Figure 4.4b) are also simulated by the model. Sugars uptake (Figure 4.4c) and
accumulation (relatively constant at 0.09 g/gDW) (Figure 4.4g) are also simulated by the
model. The simulated medium volume decreases from 233 mL to 198 mL, and since the
evaporation 1s neglected for shake flask cultures of E. californica, this decrease (~15%
of the initial medium volume) is due to the water needed for biomass increase. The wet-

to-dry weight ratio (1/DWr) for the cell suspension is higher than for the roots (20 for
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the cells as compared to 6 and 10 for the roots) so the increase in biomass results in a

significant decrease in liquid medium volume.
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Comparing cell lines and model parameters value

Growth
Clear differences in the cells potential for growth were observed between hairy roots

and suspension cells even though the model calibration resulted in similar estimated

maximum specific growth rates for the three plant species (Table 4-4: fmax = 0.276
+0.011 d'). However, E. californica exhibited a maximum observed specific growth
rate of ~0.13d" which was double than that observed for both root lines with ~0.06 d
(see Figures 4.2h, 4.3h and 4.4h). Experimentally, this higher observed specific growth
rate may be explained by the fact that the medium used for E. californica cultures had
higher initial concentrations in Pi (10x) and NOs (7x). It was previously showed for the
carrot hairy roots used in the present study that the initial medium content in Pi affects
the maximum observed specific growth rate (Jolicoeur et al., 2003). The model thus
showed to be robust enough to describe the growth of suspension cells and hairy roots
cultured in media with different initial compositions. A comparison of the parameters
for the Tessier kinetic equations suggests that the roots growth potential is more
sensitive to low intracellular concentrations in P, and N, with higher values for Kp and
K. Interestingly, parameters values for Ks, Ky and Kp were similar for both roots lines.
The parameters P¢min, Nemin and Scmin are the minimal concentrations at which the cell
can grow and their respective values may indicate a cell efficiency to deal with low
intracellular nutrient concentrations. The root lines showed lower minimal intracellular
phosphate (P.min) concentration and E. californica exhibited a lower minimal free

intracellular nitrate (Ncmin) concentration. The model may thus be useful to study the
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relationship between a cell (or hairy root) line capacity for growth and its nutritional

behaviour.

Nutrients uptake and management
The nutrient transporters described in the model all have the same biological basis for

the three cell and hairy root lines with two affinity levels for NO;™ and PO4 and one
affinity level for sugars. The low-affinity transport system for Pi accounts for most of
the transport in this work. Ky p values were similar (0.35-0.47 mM P1) for the three cell
and root lines. For E. californica, the maximum low affinity specific uptake rate for Pi
(Vmaxrp) 1s ~10 times higher than for C. roseus and ~12 times higher than for D. carota.
Higher maximum low affinity specific uptake rates for suspension cells could be
explained from a higher cell-to-liquid medium interface than for hairy root cells. The
affinity constants were within or near the ranges reported by Schachtman et al. (1998)
who measured affinity constants between 3-7 uM Pi (1.4-5 uM P1 in this work) for the
high affinity system and 20-350 uM Pi (350-470 pM Pi in this work) for the low
affinity. In the case of nitrate, the maximum low affinity specific uptake rate (Vmax,NO3)
for E. californica was ~9 times higher than for C. roseus and ~3 times higher than for D.
carota. The maximum high affinity specific uptake rate (Vmax,,N03) for E. californica
suspension cells was also higher than for the roots. The nitrate transport systems
parameters values obtained from model calibration are also within the ranges reported in
the literature. Aslam et al. (1992) reported high affinity constants between 7-20 uM (15-
80 uM in this work), and low affinity constants of 0.25 to 25 mM (1.4-2 mM 1in this

work) were reported in literature (Le Bot et al., 1998; Hell and Hillebrand, 2001). The
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maximum transport rates in the model are also within the ranges found in literature.
Sugiyama and Ishigaki (1994) reported low affinity values of 1.58-1.75 pmol-gFW‘l-h'1
for blueberry plants. Using the same units the values estimated in this work are in the
range 1.15-3 pmolgFW'-h'. Cerezo et al. (1997) measured a nitrate high affinity
maximum transport rate of 0.25 pmolgFW'h" for citrus seedlings as compared to
0.01-0.06 pmol'gFW'h" here. The difference could be explained by the fact that the
experimental coﬁditions in that work only slightly solicited the high affinity transport.
From simulation results, it was determined that the high affinity transport of nitrate
accounted for only 0.6 to 5% of the total transport of that nutrient, thus resulting in a
low sensitivity for that parameter and maybe a less precise estimation. In the case of
sugars, the maximum transport rate for E. califonica cells is 3 to 20 times higher than for
C. roseus and D. carota, respectively. Therefore, the model calibration suggest that E.
califonica cell suspension exhibits higher estimated maximum transport rates than the
hairy roots for the three major nutrients (Pi, nitrate and sugars). Finally, the critical
nutrient concentrations (Nc,crit, Pecrit and Sc.erit) describing the limits in the cells capacity
for accumulation also suggest that. £. californica cells can accumulate more phosphate,
with P¢ it at 0.81 mmol/gDW as compared to 0.231 mmol/gDW and 0.507 mmol/gDW

respectively for D. carota and C. roseus, and nitrogenous compounds, with N at
5.322 mmol/gDW as compared to 1.87 mmol/gDW and 3.852 mmol/gDW respectively

for C. roseus and D. carota.
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Yields

Since intracellular accumulation phenomenon in Pi, nitrogenous compounds and
carbohydrates and the cells maintenance are described by the model, the yield
parameters estimated by the model calibration are true yields. In addition to the minimal
nutrient free concentrations, true yields may be useful at comparing cell and root lines
efficiency. The two root lines exhibit higher yields on phosphate and sugars than the cell
suspension but they all showed a similar yield on nitrogen. This is the first time, to our
knowledge, that true yield values are presented and this may explain large differences
when comparing to the literature data. The values reported here for the yields on sugars
are thus obviously higher that measured by Bhadra and Shanks (1997) with 0.27-0.4
gDW/g for C. roseus who did not consider sugars accumulation. Therefore, the model
was helpful at estimating and then comparing the cells efficiency on phosphate, nitrogen
and sugars. Results suggest that hairy root lines have higher growth efficiency on
phosphate and sugars. Since only a part of the biomass is growing in a root culture, it

might be more efficient in the use of nutrients.

4.10 PREDICTIVE CAPACITY OF THE NUTRITIONAL MODEL

The predictive capacity of the model was tested using data from medium exchange
cultures of C. roseus and D. carota hairy roots. Model simulations were performed
using parameters determined for batch cultures (Table 4-4). The results are presented in

Figure 4.5 (C. roseus) and Figure 4.6 (D. carota).
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Figure 4.5 Model simulation and experimental data for C. roseus medium exchange
culture. Same captions as Figure 2 applied. Each sample was a complete Petri dish (n =

3). Error bars represent the standard error.

The results for C. roseus show that the model is able to predict the cell behaviour in
medium exchange culture with a divergence as compared to experimental data starting

only at the 11™ medium replacement. The model predicts a continuous growth for the
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complete culture while experimental data suggest growth arrest at 40 days. Another
nutrient such as oxygen or an inhibitory phenomenon which was not included in the

model may be involved.
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Figure 4.6 Model simulation and experimental data for D. carota medium exchange
shake flask culture. Same captions as Figure 2 applied. Each sample was a complete
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The model prediction for D. carota in medium exchange culture is less satisfactory than
for C. roseus. The simulated growth curve shows to be lower from 15 days and then
reaches a higher final value than the experimental data (2.45 gDW/dish from model
simulation compared to 1.85 gDW/dish for the experimental values). Those differences
between the experimental and simulated growth curves could be explained by the fact
that the medium exchange cultures for D. carota were performed in shake flask rather
than in Petri dishes. Since the data from medium exchange experiments was not used in
the calibration of the model, the simulations results show that the model can be used to

predict cell behaviour, up to a point where no other limitation occurs.

4.11 CONCLUSIONS

The nutritional model previously developed by Jolicoeur et al. (2003) for D. carota
hairy roots was successfully applied to C. roseus hairy roots as well as to E. californica
suspension cells. The model was also adapted to include intracellular accumulation and
management of nitrogenous compounds and storage carbohydrates. Results suggest that
the model structure is suitable to describe the growth and nutritional behaviours for
suspension cells and hairy roots. Furthermore, the model structure showed to be easily
adaptable to different plant species and culture media. In this work, the model was used
as a tool to compare plant cell species and culture types from the cells nutritional
behaviour. The predictive capacity of the model was confirmed with success on data

from medium exchange cultures of C. roseus and D. carota hairy roots. The developed
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model could be a powerful tool for screening cell and root lines looking at identifying
nutritionally effective candidates. It could also be used for works on medium and culture
management optimization, which could help to improve reproducibility of plant cell
bioprocesses. Finally, this model could be useful to implement a control strategy
allowing reaching or maintaining an optimal nutritional state for cells growth or

productivity.
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CHAPITRE 5 : DYNAMIC FLUX CARTOGRAPHY OF
HAIRY ROOTS PRIMARY METABOLISM

5.1 Présentation de I'artcile ‘Dynamic flux cartography of hairy
roots primary metabolism’

Ce chapitre reprend larticle Dynamic flux cartography of hairy roots primary
metabolism. Cet article a été accepté pour publication dans le numéro spécial Dynamic

metabolic networks de la revue Phytochemistry (Vol. 68, No. 16-18, p. 2393-2404).

Cet article présente un modele cinétique pour les voies du métabolisme primaire des
cellules et tissus végétaux. Ce modéle est une continuation de travaux précédents sur la
modélisation métabolique pour les cellules de Catharanthus roseus. Lors de ces travaux
antérieurs, la modélisation du métabolisme primaire avait été effectuée en considérant
un ré.gime permanent sur les intermédiaires du métabolisme primaire central. Cette
hypothése limitait 1’applicabilité du mod¢le puisque le régime permanent n’est pas
systématiquement observé pour le métabolisme végétal. Puisque la modélisation
cinétique produit une quantit¢ considérable de résultats de simulation (flux et
concentrations dans le temps), un outil de visualisation des résultats a ét€¢ développé.
Cette visualisation présente, schématiquement, le profil temporel des flux et des
concentrations. Cet outil a permis d’effectuer des observations importantes sur le

métabolisme primaire végétal. Premiérement, les résultats de simulation ont montré que
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les flux cataboliques du métabolisme primaire €taient relativement élevés et stables,
alors que les flux anaboliques étaient plus faibles et variables, une observation qui
concorde trés bien avec la littérature sur les cellules végétales. De plus, un trés haut taux
de circulation du Pi entre sa forme libre et son allocation sur les molécules phosphatées
a été observé. Ce taux de circulation du Pi est significativement plus élevé que les autres
flux simulés du métabolisme primaire. Cette circulation considérable du Pi pourrait
avoir des implications physiologiques qui demanderaient une étude plus approfondie. La
modélisation cinétique a donc permis d’analyser, de maniére intégrative, le métabolisme

primaire végétal.
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5.3 ABSTRACT

A dynamic model for plant cell and hairy root primary metabolism is presented. The
model includes nutrient uptake (Pi, sugars, nitrogen sources), the glycolysis and pentose
phosphate pathways, the TCA cycle, amino acid biosynthesis, respiratory chain,
biosynthesis of cell building blocks (structural hexoses, organic acids, lipids, and
organic phosphated molecules). The energy shuttles (ATP, ADP) and cofactors
(NAD/H, NADP/H) are also included. The model describes the kinetics of 44
biochemical reactions (fluxes) of the primary metabolism of plant cells and includes 41
biochemical species (metabolites, nutrients, biomass components). Multiple Michaelis-
Menten type kinetics are used to describe biochemical reaction rates. Known regulatory
phenomena on metabolic pathways are included using sigmoid switch functions. A
visualization framework showing fluxes and metabolite concentrations over time is
presented. The visualization of fluxes and metabolites is used to analyze simulation
results from Catharanthus roseus hairy root 50 day batch cultures. The visualization of
the metabolic system allows analyzing split ratios between pathways and flux time-
variations. For carbon metabolism, the cells were observed to have relatively high and
stable fluxes for the central carbon metabolism and low and variable fluxes for anabolic
pathways. For phosphate metabolism, a very high free intracellular P1i turnover rate was
observed with higher flux variations than for the carbon metabolism. Nitrogen
metabolism also exhibited large flux variations. The potential uses of the model are also

discussed.
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5.5 INTRODUCTION

Plant metabolism has unique features that allow adaptation to a changing environment.
Under Pi limitation, plant cells can activate pathways to bypass enzymatic reactions that
require phosphate (Plaxton, 1998). Rontein et al. (2002) observed in tomato cells that
the central primary metabolism fluxes are stable, but that the anabolic pathways (starch
and other polysaccharide biosynthesis, amino and organic acid biosynthesis) can exhibit
large variations, allowing the metabolism to adapt its behaviour to the cell’s growth
requirements. Gene expression in plant cells can also be correlated to intracellular
ammonium concentration, as seen by Wong et al. (2004) in Arabidopsis thaliana. 1t is
also well known that the intracellular concentrations in the nutrients and metabolites of
plant cells can change significantly over time (Lamboursain and Jolicoeur, 2005). Thus,
it is commonly accepted that plant cells have a complex metabolic capacity to adapt to a
changing environment. An integrated approach in the analysis of plant cell metabolic
pathways could thus yield important information on this metabolic capacity for
adaptation. The most common method of accurately analyzing metabolic pathways and
metabolic fluxes is the Metabolic Flux Analysis (MFA). However, since this method
assumes a steady-state mass balance of metabolite concentrations, it can fail to grasp the
dynamics of a metabolic system. The application of MFA to plant cell is still possible,
as shown by Rontein et al. (2002), but it requires experimental conditions that can

ensure the pseudo steady-state assumption.
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A dynamic metabolic model was developed to account for the aforementioned
specificities of plant cell metabolism (Leduc et al,, 2006). This model describes
metabolite and nutrient concentrations for Catharanthus roseus hairy roots in batch and
medium exchange cultures. However, metabolite concentrations represent only the
‘state’ of a metabolic system, while the fluxes represent what the metabolism is
‘performing’. The fluxes and turnover rates can be indicators of cell growth or
biomolecule production potential. It was observed in mammalian cells that the ATP
production rate is a good indicator of production potential (Lin et al., 1999; Henry et al.,
2005). Thus, the description of metabolic fluxes with a dynamic model could potentially
improve our capacity to understand and predict plant cell or hairy root biomolecule
production potential. The central primary metabolism (glycolysis, TCA cycle, pentose-
phosphate pathway, etc.) has been extensively studied, and many models can be found
in the literature to analyze these pathways in bacterial cells and yeasts. The knowledge
available on many organisms allows constructing reliable dynamic models that describe
the kinetics of metabolic pathways. Chassagnole et al. (2002) proposed a dynamic
model for the central carbon metabolism of E. coli to study the influence of key
enzymes on the global behaviour of the system. The dynamic modelling approach for
the central carbon metabolism can also be applied to Saccharomyces cerevisiae
fermentation, as seen by Rizzi et al. (1996). Metabolic models were also developed for
plant cells. However, these models only described specific sub-networks like
photosynthesis (Fridlyand et al., 1999; Poolman et al., 2000; Farquhar et al., 2001),

respiration (Affourtit et al., 2001), cellulose biosynthesis (Delmer and Haigler, 2002),
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lipid biosynthesis (Ramli et al., 2002) or secondary metabolism (Boatright et al., 2004).
Rontein et al. (2002) analyzed the central primary metabolism, but not dynamically.
Thomas et al. (1997) studied the dynamics of potato tuber phosphofructokinase through
Metabolic Control Analysis (MCA), but their work was limited to the dynamics of one
enzyme. The model presented in Leduc et al. (2006) included the central primary
metabolism, but with a steady-state hypothesis on metabolite concentrations. Thus, the
fluxes and concentration profiles for the central metabolism were not described or
analyzed. Moreover, the steady-state hypothesis limits the applicability of a metabolic
model for plant cells, especially in a context where the high-throughput analytical
methods allow the measurement of many parameters of a metabolic system. Metabolites
can be measured by GC-MS (Roessner et al., 2000), fluxes can be estimated using
isotope-labelled substrates (Dieuaide-Noubhani et al., 1995; Roscher et al., 2000), and
gene expression can be measured with microarray analysis (Ruan et al., 1998).
However, the amount of available information on metabolism is not yet sufficient to
identify and understand all the metabolic regulation in plant cells. Therefore, the
problems of dynamic metabolic modelling are still numerous. For instance, parameters
identification is not trivial, even when a considerable dataset is available, and this can
handicap the use of a model for prediction purposes. However, a fully dynamic
metabolic model describing metabolite mass balances, enzyme kinetics, and pathway
regulation can be a useful tool improving our capacity to analyze both hypotheses and
experimental data on metabolic networks. To the best of our knowledge, no dynamic

model for the central primary metabolism of plant cells can be found in the literature. In
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this work, we present a dynamic metabolic model for the primary metabolism of plant
cells and show how the model can be used to obtain better insight into the metabolic
behaviour of C. roseus hairy roots in batch culture. This dynamic metabolic modelling
approach yields crucial information on a metabolic network since the resolution of such
a system includes both concentration profiles and fluxes over time. Thus, a visualization

framework that includes the fluxes and metabolite levels is proposed in analyzing the

simulation results for the dynamic metabolic network.

5.6 DYNAMIC METABOLIC MODEL FOR PLANT CELLS

General modelling approach
The dynamic metabolic model is based on the modelling approach presented in Leduc et

al. (2006), but without the steady-state hypothesis on the primary metabolism. Thus, the
model presented here fully describes the dynamics of the fluxes (44 reaction rates) and
metabolite concentrations (41 biochemical species) of the metabolic network. The
proposed metabolic network is presented in Figuré 5.1 and the stoichiometric equations

are listed in Table 5-1.
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Figure 5.1 Schematic view of the dynamic metabolic model (a) and pathways of the

central primary metabolism (b). Numbers correspond to fluxes numbers in Tables 5-1,

5-2 and 5-3.

The metabolite mass balances of the system can be defined as an ensemble of ordinary

differential equations (ODE) as follows:

ds
= : 5.1

where S is a vector of the 41 metabolite concentrations, M is the stoichiometric matrix of

the metabolic network, v is the vector of the metabolic fluxes, and u is the growth rate.
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This mathematical representation of a metabolic network is the most common one and
there are several methods of solving it. The most common approach is the metabolic
flux analysis (MFA). In that case a steady-state is assumed in metabolite concentrations,
and the system can be solved by linear algebra since the left-hand side of Equation 1 is
equal to 0. However the system is often underdetermined or it needs a set of known
fluxes to be solved. This method is not necessarily well adapted for plant cell
metabolism because plant cells are known to accumulate metabolites and nutrients, thus
rendering the steady-state hypothesis dubious, except under certain conditions as
discussed by Varner and Ramkrishna (1999). Rontein et al. (2002) also observed that the
central carbon metabolism of tomato cells exhibits fluxes that are relatively high and
stable, while the anabolic fluxes are lower and subject to variations. Thus, it is not
altogether clear if a steady-state mass balance is the best way to analyze a plant cell
metabolic system. It might be appropriate for a subset of reactions, as proposed in Leduc

et al. (2006), but it still limits the analysis and the possible applications of a model.



Table 5-1 Reactions of the metabolic model (continued next page)

No.

Reaction

EESEGENSSISeRNan s Wy -

W W W W WL WK NODNDNDNNNDNDNDDE
A B WN = O WO ~-IANWn bW —O

GLC + ATP = G6P + ADP

FRU + ATP = F6P + ADP

G6P + 2 NADP = R5P + 2 NADPH

3 R5P > 2 F6P + G3P

E4P + 2 PEP + ATP + NADH = CHO + 4 Pi+ ADP + NAD
CHO +2 AA+2 ATP +R5P = PYR +2 ADP + PPi + G3P + TRY
PEP + CO2 2> OAA +Pi

OXO+2 NAD + ADP + Pi = OAA + 2 NADH + ATP

PYR + NAD = NADH + ACOA

OXO + NH;+ 3 NADPH +3 ATP = AA+3NADP+3 ADP+3 Pi
ACOA + ATP + 2 NADPH = LIP + ADP + Pi + 2 NADP

2 R5P - F6P + E4P

3 ACOA +2 NADPH + 3 ATP - SEC+2 NADP+ 3 ADP+3 Pi
G6P > FeP

ACOA + OAA + NAD = OXO + NADH

PEP + ADP - PYR + ATP

PEP - PYR + Pi

G3P + Pi+ ADP + NAD = PEP + ATP + NADH

G3P + NADP - PEP + NADPH

F6P + ATP = 2 G3P + ADP

RSP +PYR + ATP = SEC + ADP + 2 Pi

R5P +3.75 AA+7 ATP +0.25 NAD = 7 ADP + 3.5 Pi + 1.75 PPi + 0.25 NADH + OP

G6P + 2 ATP + NADPH = STH + 2 ADP + NADP + Pi + PPi
STA + Pi = G6P

G6P + ATP = STA + ADP + PPi

LIP +2 ATP + NAD = ACOA + 2 ADP + PPi + NADH
ACOA = ORA

ORA 2 ACOA

F6P + PPi > 2 G3P + Pi

SUC +2 ATP - G6P + F6P + 2 ADP

SUC + PPi > G6P + F6P

EGLC + ATP = GLC + ADP + Pi

EFRU + ATP = FRU + ADP + Pi

OP = Pi

ESUC + ATP = SUC + ADP + Pi

NO: + NADH + 3 NADPH = NH, + NAD + 3 NADP

136
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Table 5-1 Continued

No. Reaction
37 PPi = 2 Pi

38 ENQO; + ATP = NO; + ADP + Pi

39 ESUC = EGLC + EFRU

40 ENH; + ATP > NH, + ADP + Pi

41 2.5 ADP+2.5Pi+ NADH + 02 2 2.5 ATP + NAD

42 EPi+2 ATP-> 3 Pi+2 ADP

43 ATP - ADP +Pi

44 AA+LIP+ORA+STH+OP=> X

45 v8 +v18 + v24 + 2.5*v41

46 4;\1'5 +v7+3*10+v11 +3*vI3 +v17 +2%v21 +3.5%v22 + v23 + v29 + v33 +
V.

In this work, a fully kinetic metabolic model is presented. Each flux is described by a

kinetic equation (Tables 5-2 and 5-3) of the form:

. (S;)"
v(]) = vmax i . o
”’Hf (K ) + ()

* f(S) 5.2

where each flux has a maximum reaction rate (V...;), accounting for maximal potential
active enzyme level. Then, each pathway regulation is described by multiplicative
Michaelis-Menten type kinetics describing the effect of the substrates or cofactors and
energy shuttles involved. The net global enzymatic activities are described
macroscopically by lumping a series of effects. Thus, the model does not impose
constant enzymatic activities. The main assumption here is that the driving forces
behind the metabolic regulations are the variations in metabolites, co-factors and energy
shuttles levels. This hypothesis showed to be efficient enabling the model to describe

available data (see Results and Discussion section) but it remains a simplification which
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could be further developed. A single afﬁnity constant (K, ;) is used for each substrate.
The exponent ‘o;” is used to represent higher reaction order. Moreover, sigmoid switch
functions (f(S;), Equation 3) are multiplied by the reaction rates to describe known
metabolic regulatory phenomena and maximum accumulation levels (see Table 5-2 and

5-3). The general form of this function is:

1
f(Sl) = 1: e_a(Si_Si,t) 5.3

This function can switch from 0 to 1 around a threshold value (S;,) for a metabolite
concentration. The parameter “a” defines the steepness of the regulation. This type of
equation is more representative of biological behaviour than pure on/off switches. In a
context of numerical solutions, it also reduces discontinuities around the threshold
values. There are many functions that can describe sigmoid switches and the one
proposed here was considered because of its simplicity (two parameters) and versatility

in describing either sharp or smooth regulation (depending on the parameter “a”).

This modelling approach requires the following parameter values for each individual
reaction: V.., K. and the regulation parameters “a” and S;; when applicable. Initial
conditions for the metabolite concentrations are also needed to solve the ODE problem.
The advantage of this approach, where the dynamics of each reaction is described, is

that the metabolic system is solved for both the fluxes and the metabolite concentrations.

This allows for a complete description of the metabolic state of the system.



Table 5-2 Biokinetic equations and the regulation of metabolic fluxes 1-22

] . 1. " i
No. Biokinetic equation
GLC ATP
R ™ GLC' K, _+ATP
Meic * Marpt
FRU ATP
2 V@ Vit FRU K, _+ATP
KMFRU * u My7p” 4
G6P NADP 1
30 O et e K NADP NADP
Mgsp Mxapp 14 e_lo' NADP: NADPH
RSP
v(d)= v - —
4 VDF Vi Kniper + RSP
EAP PEP ATP NADH
5 VO Vst ‘K, +PEP K, +ATP K NADH
KMEAP + E4P Mpgp? Myppt Myapy ¥
CHO AA ATP RSP
6 VO Vmaet g 0" K 44 K, +ATP K, + RSP
Mcyo M 44 M q7p Mgsp
PEP Cco,
7 M e e e K 1 Co
Mpgpt Mcot €2
0).¢0; NAD ADP Pi
8 V(8) = Voaxs * . . ' -
KMOxo+ 0X0 KMNAD + NAD KMADI’+ ADP KMI’i+ Pi
PYR NAD
9 v(9) = Vmax9o * ¢
Kyppyn t PYR Ky -+ NAD
0X0 NH, NADPH ATP
10 V(l 0) = Vimaxio * * ¢ '
Kyt OXO Ky +NH, Ky + NADPH K, +ATP
ACOA ATP NADPH
11 V(11)= Vmax11 * ¢ ¢
KMACOA + ACOA KMATP+ ATP KMx,wpu + NADPH
RSP
v(12)= v ¢ —
12 V2= Vo Krppsp * RSP
ACOA NADPH ATP
13 V(13) = Vmaxi3 * ¢ N
K Macos * ACOA KMA'ADPH + NADPH K Mapt ATP
G6P
V(14) = Vx4 ¢ —————
14 ( ) ‘max 14 KMGGP + G6P
ACOA 044 NAD
15 V(IS): Vimax15 * ' '
Kifyp, * ACOA Ky, +OAA K, + NAD
PEP ADP
16 v(16) = v, 016 ® ¢
Kptpppt PEP Ky ot ADP
PEP 1
17 v(17) = . o 1- _
(17) max 17 KMpEp + PEP [ 1+ e_loo(P,-n]
G3P Pi ADP NAD
18 V(lg): 'max18 * M

L] []
Kyg,, t G3P Ky +Pi Ky +ADP Ky + NAD
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Table 5-2 Continued

G3P NADP
19 v(19) = viuxe *
KMGSP + G3P KMNADP + NADP
F6P ATP
20 v(20) = Viax20 * !
Kyio, + FOP Koyt ATP
RSP PYR ATP
21 V(21) = Vimax21 * ' '
Kypn t RSP Ky + PYR K, _+ ATP
RSP AA ATP NAD 1

v(22)= v e 0 . ’ . -
22 VOV Vemnt e R p Ky + A Ky, ATP Ky + NAD 1y & P00

Table 5-3 Biokinetic equations and the regulation of metabolic fluxes 23-45

No. Biokinetic equation

G6P ATP NADPH

23 V(23) = Vmax 23 N ' '
Kpoept G6P Ky +ATP K, + NADPH

STA Pi 1
2 v(24)= v . ' v 1- -
4 VD= Vit Moyt STA Ky, + Pi 1+ e"°°"°LC‘°-2’)

’s) . . G6P AP | 1 1 1
25 V(25) = Viax 25 KMG(,p T G6P KMATI’+ ATP 1+ o 10°\GLC FRUT SUC-02] 1+ ¢ 200°(STA-17]
26 v(26)=v . Lip . ATP ' NAD o 1- :
2 ‘max 26 KMup T LIP KMATP + ATP KMNAD + NAD 1+ e—lO-tNADH—l)
ACOA
v(27) = v, - —

27 (27) = Viax 27 Ky .o+ ACOA

ORA 1
28 v(28)= viaos® Ky, + ORA '( " 1+ o \OTAADH-T]

FerP PPi 1

v(2 = v . . ] - -
29 V9% Vmaxas Kyt FOP Ky, +PPi ( 1+ e"o'“’"”)
30 B0 = v —SUC__ AP (0 1
max 30 Koo + SUC Ky, 4 ATP 1+ o 100 [GLC+ FRU-002]
SUC PPj
3= . ¢

31 YOD= Ve Ky + SUC Ky, + PPi

EGLC ATP

v(32)=v 5 .
32 YOV Vewnt e G Ky v ATP

EFRU ATP
33 V(33) = Vimax33 * K EFRU ¢ K ATP
Merry * M azpt
oP* 1
34 v(34)= vipuas ! Koo'+ 0P ol 1- 1+ o 151 Pi- 0.085]
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Table 5-3 Continued

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

ESUC ATP
V(35) = Vimaxss * '
Kupoe + ESUC K,y o+ ATP
NO,: NADH NADPH
v(36) = Vmax 36 * 7 7! K + NADH ) K NADPH
Myos * NO; Myapy T Myappn T4
PPi
v(37)=v ¢
( ) max 37 KA]PPi+ PPi
v(38)= | v . ENOL | . ENO, AP
a3t K]tl.LAEAw)3 + ENO; 38 KM.HAE,\'()3 + ENO; KMATP? ATP
ESUC
V39)= Vo9 o
Ky + ESUC
ATP
V(40) = Voo ® ——
( ) max 40 KMATP+ ATP
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Nutrient uptake and accumulation
The major nutrients, i.e. glucose (GLC), fructose (FRU), sucrose (SUC), nitrate (NO3),

ammonium (NH4) and phosphate (P1), are taken up by the cell (respectively fluxes

v(32), v(33), v(35), v(38), v(40) and v(42)) and accumulated in intracellular pools

(Figure 5.1a). These pools then feed the reactions of the primary metabolism network.

Primary metabolism
The primary metabolism produces the cell building blocks: amino acids (AA), lipids

(LIP), organic phosphates (OP, including nucleic acids), structural hexoses (STH),

organic acids (ORA) as well as starch (STA). The primary metabolism reactions also
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include the balances on energy shuttles (ATP/ADP) and cofactors (NADH and NADPH,
and their oxidized forms NAD and NADP). The major pathways of the central primary
metabolism are included in the model, with simplifications in linear pathways. The
model includes glycolysis (fluxes v(1), v(14), v(16), v(17), v(18), v(19), v(20), v(29)) as
well as pathways for the integration of other forms of sugars that are known to be used
by plants: fructose (flux v(2)), sucrose (fluxes v(30) and v(31)), and starch (flux v(24)).
Some of the reactions (fluxes v(16)-v(17), v(18)-v(19) and v(20)-v(29)) are decoupled to
account for phosphate regulation. Pyruvate (PYR) is channelled through secondary
metabolite production (flux v(21)) or through the TCA cycle (fluxes v(8), v(9) and
v(15)). Acetyl-Co-A (ACOA), apart from being consumed by the TCA cycle, is also the
backbone in the production of organic acids (ORA, flux v(27)) and lipids (LIP, flux
v(11)). These metabolic species are two of the cell’s biomass ‘building blocks’ (X,
reaction v(44)) and can also be degraded in ACOA (fluxes v(26) and v(28)) under
NADH limitation. The oxaloacetate (OAA) pool in the TCA cycle is replenished by the
anaplerotic pathway (v(7)). Amino acid (AA) biosynthesis is included in a simplified
pathway (v(10)) describing the fixation of NH4 with oxoglutarate (OXO). Amino acids
are used for growth (v(44)), as secondary metabolite precursors (tryptamine: TRY)
biosynthesis (v(6)), or in organic phosphate (OP) biosynthesis (v(22)). The pentose
phosphate pathway (v(3), v(4), v(12)) and the shikimate pathway (v(5)) are also
described. Since many reactions of the primary metabolism either consume or release Pi,
the turnover of this nutrient is illustrated by two ‘global’ fluxes: v(45) and v(46). Flux

v(45) is the sum of the fluxes that consume Pi and v(46) is the sum of fluxes that release
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Pi. The model does not describe cell compartmentation and this may limit its biological
significance for some specific fluxes which are taken as net fluxes. However, the
structure of the model allows to include intracellular compartments when adequate
experimental data are available for parameter calibration. Further explanations on the
construction and regulation of the metabolic pathways and references for stoichiometric
and kinetic parameters can be found in Leduc et al. (2006). Some of the parameters
presented in Leduc et al. (2006) have changed because of the fully dynamic description
of the central metabolism which implies that different metabolic interactions are
described. However, many parameters did not change significantly between the two

models.

Model calibration and determination of kinetic parameters
Model calibration was performed using experimental data from C. roseus hairy root

cultures (Leduc et al.,, 2006). The data set is built with nutrient and metabolite
measurements over time (45 day experiments). A complete description of the root line
and culture conditions can be found in Leduc et al. (2006). The model simulations were
done in Matlab (The Mathworks), using the ode15s.m subroutine for differential
equations integration. The model has 40 affinity constants, 46 maximum reaction rates
and 11 regulation functions with two parameters for a total of 108 parameters. These
parameters were determined by error minimization between model predictions and
experimental data using the Isqcurvefit.m subroutine. This subroutine is based on the
Levenberg-Marquardt algorithm, which is appropriate for nonlinear curve-fitting. Initial

estimates for the error minimization routine were taken from literature when available



144

(see Leduc et al., 2006 for further details). The error minimization was performed using
a set of 411 experimental data points. 14 state variables were measured (ENO3, NO3,
NH4, EPi, Pi, ESUC, SUC, EGLC, GLC, EFRU, FRU, AA, STA, X) in two
experiments (batch and medium exchange cultures). This data set is thus related to both
medium nutrients and cell nutrition, cell amino acids and proteins pool (AA) and root
mass (X). The model is over-parameterized, however, the use of values taken from the
literature as initial estimates in the curve-fitting algorithm ensured to maintain the model
parameters within a physiologically realistic range; i.e. between the lower and higher
values found in literature. Parameters for the metabolic system are presented in Table
5-4 (affinity constants) and Table 5-5 (maximum reaction rates). Table 5-6 is a summary

of the state variables of the system and initial conditions.
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Table 5-4 Affinity constants (K,,)

Component Value Units
AA 0.045754 mmolegDW"!
FRU 0.120 “
CcO2 1.25E-4 “
GLC 0.13844 “
LIP 0.00254 *
NAD 4.05E-4 *
NADH 4.492E-4 “
NADP 2E-4 “
NADPH 1.5E-4 «“
ADP 1.1984E-4 “
NH4 0.47157 «“
ATP 0.00613 «
ORA 0.01 “
Pi 0.1006 “
PPi 2.43E-4 “
SuC 1.00 “
STA 1.00 “
STH 0.248 *
op 0.003994 “
G6P 0.0126 “
F6P 0.0113 “
G3pP 0.0149 *
E4P 0.0127 “
RSP 0.0177 «
CHO 0.0124 “
PYR 0.0132 “
PEP 0.0123 «
ACOA 0.0125 “
OAA 0.0122 «“
0XO 0.0131 “
02 5.75E-5 “
NO3 0.2007 “
EFRU 0.0461 mM
EGLC 0.0535 “

ENO3_HA 0.0677 *
ENO3 LA 0.4317 «“

EPI HA 0.0026 “
EPI LA 0.050 «
ESUC 12.012 «

EO2 0.0125 ¢
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Table 5-5 Maximum reaction rates (Vuu)

Reaction Current value Units
| 2.4938 mmolegDW-'ed"!
2 52712 s
3 1.3658 “
4 0.0047 *
5 9.8429 *
6 2.4765 “
7 2.9044 *
8 195.17 “
9 47.114 *
10 2.5266 “«
11 0.8043 “
12 0.1214 “
13 0.2722 *
14 0.544 *
15 60.369 “
16 11.891 «
17 1.1416 *
18 135.94 “
19 9.0472 *
20 17.891 “
21 0.0199 “
22 3.6042 “
23 0.0783 *
24 0.0022 *
25 0.424 *
26 0.008 “
27 0.0682 “
28 0.0001 “
29 1.5167 *
30 0.01 *
31 0.1232 “
32 1.175 «
33 0.929 <
34 0.0096 “
35 0.05 “
36 0.3688 “
37 2.9016 “
38 HA 0.0015 “
38 LA 0.2868 “
39 1.002 “
40 0 *
41 13.2 “
42 HA 0.00175 *
42 LA 0.1101 “
43 1.132 *
44 0.15 d’'
45 -

46




Table 5-6 State variables and initial conditions

Component Value Units
AA 0.818 mmol*gDW"!
FRU 0.0336 «
CcO2 1.25E-3 «
GLC 0.1625 “
SEC 0.00515 “
TRY 8.722E-4 “
LIP 0.1 «
NAD 5.9E-5 «“
NADH 2E-4 “
NADP 1.8E-5 “
NADPH 1.45E-4 “
ADP 7.13E-4 “
NH4 0.053 “
ATP 1.296E-3 “
ORA 0.00807 “
Pi 0.117 “
PPi 3.5E-§ “
SuUC 0.403 “
STA 1.705 “
STH 0.01 “
OP 6.7E-3 “
G6P 0.0125 “
F6P 0.0122 “
G3P 0.0131 «
E4P 0.0127 «
R5P 0.0126 “
CHO 0.0119 «
PYR 0.0130 “
PEP 0.0125 “
ACOA 0.0124 “
OAA 0.0126 “
0XO0 0.0121 “
02 1.15E-3 “
NO3 0.385 “
EFRU 8.33 mM
EGLC 7.22 “
ENO3 3.27 “
ENH4 0 «
EPI 0.1 “
ESUC 114 “
EO2 0.25 “

147



148

Visualization of primary metabolism
The full resolution of the metabolic model allows for the visualization of metabolic

fluxes and metabolite concentrations. A visualization framework was thus established
based on Figure 5.1. This Figure was built in the Matlab environment using the
following graphical functions: line.m (for metabolic fluxes), patch.m (surface
representation), text.m (add text to an image) and rectangle.m (for metabolites pools
representation and graphical cell design). The simulated flux values, in mmolegDW'ed",
are presented. The arrows thickness is changing proportionally to the fluxes numerical
values. The metabolites simulated levels are also presented qualitatively, with a full
square representing a high level for a metabolite and an empty square for a low level.
The energetic state of the cell is also presented with graphical bar ranging from 0 to 1.
The values in the graph for the energetic states are the following ratios: ATP/(ATP
+ADP), NADH/(NADH+NAD), NADPH/(NADPH+NADP). Thus, a value of 0
represents a low energetic state, or a state in which the cofactors are in their oxidized
form. A value near 1 represents a high energetic state, or a state with cofactors in their
reduced form. For visualization purposes, the numerical solution of the system (fluxes
and metabolites vectors) was sampled at a rate of 5 points per day over 50 days (251
points), thus producing 251 images. These 251 images were encoded at 10 frames per
second using the Matlab functions getframe.m and movie2avi.m, thus producing a 25
seconds video representing the time course of the C. roseus batch culture. For clarity,
the fluxes numerical values are updated only once per second. All the other elements of

the visualization are updated frame by frame.
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5.7 RESULTS AND DISCUSSION

The model describes hairy roots growth and metabolic behaviour
The model presented here without the steady-state hypothesis on the central primary

metabolism described adequately the cellular behaviour, with respect to the available
data for a batch culture of C. roseus (Figure 5.2) (data from Leduc et al., 2006). The
medium exchange culture experimental data was also simulated (results not shown). The
model is thus able to describe the uptake of carbohydrates, nitrate and phosphate, and
their respective intracellular accumulation in specific pools (i.e. chemically
compartmented but not into organelles). Moreover, the cell behaviour (in this case cell
growth) is also described. Thus, the fluxes and the metabolites levels, although not yet
experimentally identified, are within a physiological range since the ’extremities’ of the
model (input to the cell and cell behaviour) are well described (see also Leduc et al.
(2006) for exhaustive comparison with literature). The rates of nutrients transport (Table
5-3, fluxes 32, 33, 38, 39 and 42) are mediated by the ATP level in the cell (i.e. ATPases
for pH regulation), thus including an indicator of the cell physiological state in the
description of nutrients uptake. So the model accounts for physiological variations that
could affect enzymes activities and, in the case of nutrient transport, this strategy seems

to be reliable enough to describe experimental data.
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Metabolic flux cartography to visualize metabolic networks
Flux cartography is presented in Figures 5.3 and 5.4. Figure 5.3a presents the metabolic

system after 5 days of a batch culture, with the hairy roots in early exponential phase.
Figure 5.3b presents the system after 15 days, when the roots are in exponential growth.
Figure 5.4a presents the deceleration phase (35 days). Finally, Figure 5.4b presents the
metabolic state of the hairy roots at the end of a batch culture (50 days), when the roots

are in stationary phase.
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This complete visualization of the metabolic system over time is discussed in the
following sections. The 25 seconds video of the simulation of the dynamic metabolic
system is also provided (see Supplementary material). Figures 5.3 and 5.4 are snapshots

taken from that video.

Carbon metabolism
Flux distribution shows that the entering fluxes of carbon sources to the primary

metabolism (v(1) and v(2)) are relatively high, even at the beginning of the exponential
growth phase (Figure 5.3a). These fluxes are also stable through the culture phases. A
decrease of 15% is observed only at the end of the batch culture. This decrease is
attributed to a lower energetic state of the roots (see Figure 5.4b, ‘cellular energetics’)
since the intracellular pools in GLC and FRU were still at a high level. The first steps of
glycolysis (v(14) and v(20)) were also stable, showing a decrease of 3.6% and 11.5%,
respectively. The next step in glycolysis, the conversion of G3P to PEP, can be
performed by two different pathways in the model: v(18) and v(19). Flux v(19) exhibited
a decrease of 17% due to a combined decrease in G3P and NADP concentrations. Flux
v(18) was stable through the culture time with observed variations of only 3%. The
conversion of PEP to PYR shows larger variations in fluxes. Flux v(16) increased from
0.59 mmolsgDW™'+d"! to a maximum of 0.88 mmolegDW"'+d" at 35 d and a final value
of 0.81 mmolegDW'ed!. At the same time, flux v(17) decreased from 0.34
mmolegDW-'ed"! at 5 d to a final value of 0.08 mmolegDW"'+d". Thus, the global flux
from PEP to PYR is relatively stable, with a decrease of only 4.3% over 50 d. This

allows maintaining the flux to PYR even though the metabolic state of the system is



154

changing. The flux distribution in Figures 5.3 and 5.4 shows that most of the ACOA
coming from flux v(9) is channelled through the TCA cycle (fluxes v(8) and v(15)). At
the beginning of the culture, flux v(15) is equal to 75% of flux v(9), while at the end this
proportion is 65%. The ACOA that is not channelled through the TCA cycle is either
accumulated or feeds the anabolic pathways v(11) and w(27) to produce LIP and ORA.
At the beginning of the exponential phase (Figure 5.3a), 5.1% of flux v(9) is channelled
to ORA and 9.5% to LIP. These proportions are respectively 7% and 10.5% at the end
of the batch culture (Figure 5.4b). The other pathways related to carbon metabolism, the
pentose phosphate pathway, and the shikimate pathway, showed much lower fluxes,
ranging from 2.7x10* to 4.4x10° mmolegDW'ed"'. These fluxes exhibited larger
variations over time in the range of 25-30%. The biosynthesis of STA and STH was also
channelling only a fraction of the glycolytic flux throughout the culture. The STH
production flux v(23) was equal to 1.6% of the entering glucose metabolic flux (v(1)).
The flux for starch accumulation (v(25)) was equal to 14% of v(1) at the beginning of
the exponential phase, 15.5% when the growth rate was at its maximum value (Figure
5.3b), and this proportion decreased to 4% at the end of the batch experiment (Figure
5.4b). However, this decrease was not caused by a limitation in G6P, but rather by a
lower energetic state at the end of the growth phase. Thus, it seems that a high and
relatively stable flux in the central carbon metabolism is observed even in the case
where the cells are not in growth phase. Analysis of simulation résults suggests that
energetic metabolism might have a greater impact on the anabolic fluxes than the

availability of carbon backbones. This strategy allows maintaining stability in the central
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primary metabolism, while the anabolic pathways have higher flexibility (as seen by
Rontein et al., 2002). It is also noteworthy to mention that no carbohydrate limitation
was observed in that experiment (Leduc et al., 2006). Glucose and fructose were still
present in the culture medium and in the hairy root intracellular pools at the end of the

batch culture, as can be seen in Figure 5.4b.

Phosphate and energetic metabolism
The fluxes related to phosphate metabolism exhibited higher variations than those

related to carbon. The entering flux of Pi in the cell (v(42)) went from an initial value of
0.02 mmolsgDW'd" to complete exhaustion of the Pi in the culture medium after 10
days, thus a null uptake flux for Pi. However, this exhaustion of Pi in the culture
medium will not lead to an immediate limitation in Pi since the intracellular Pi pool can
supply the Pi-consuming reactions. The biosynthesis of organic phosphates (OP, v(22))
decreased from 2.3x10”° mmolegDW"'+d"! at the beginning of the experiment to 5.8x10*
mmolegDW"ed" at the end. This 75% decrease is attributed to a less energetic state and
a lower level in cellular Pi, which affect the regulation in v(22) (see Table 5-2). The
global fluxes for Pi consumption or release by the primary metabolism are very high
compared to the other simulated fluxes. At the beginning of the batch culture (Figure
5.3a), v(45) and v(46) are both more than 2 times higher than the third highest flux,
v(39). Since the intracellular concentration in Pi decreases over time, most of the
reactions using Pi slow down. Thus, the influx of Pi to metabolism (v(45)) exhibits a
decrease of 35% compared to its initial value. The release of Pi by the central

metabolism exhibits the same behaviour. The fluxes v(45) and v(46) are also two to
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three orders of magnitude higher than the net influx of Pi to metabolism (v(45) - v(46)).
Thus, a high ‘turnover’ rate of Pi is observed. This turnover rate could be an interesting
physiological indicator of the cellular activity or cell potential for growth or
biomolecules production. However, it is hard to confirm this hypothesis comparing to
literature results since most of the works on the tumover of phosphate are focussing on
the turnover rate of one key enzyme or one phosphated molecule. Alonso et al. (2005)
observed a glucose-P-to-glucose turnover in maize root tips. This cycle showed to
consume 40% of the generated ATP and was affected by carbohydrate starvation. The
respiratory chain (v(41)) shows a continuous decrease from an initial rate of 0.397
mmolegDW'ed" to 0.118 mmolegDW'sd"'. This 70% decrease is due to the decreasing
level of Pi and roughly corresponds to the 75% decrease observed for the biosynthesis of
OP. The global modelling approach thus shows how a nutrient could limit more than
one pathway at a time. Here Pi seems to be affecting the respiratory chain and reactions

of the central carbon metabolism.

Nitrogen metabolism
The extracellular nitrogen source (NO3), like the phosphate source, was depleted during

the culture time period. Thus, the entering flux of NO3 in the cells falls to zero at the
end of the culture from an initial value of 0.072 mmolegDW'ed"'. This triggers a
decrease in the intracellular nitrate pool, and subsequently in the intracellular
ammonium pool (Figure 5.4). The fluxes connected to these pools (v(10) and v(36))
decreased by a 75% at the end of the simulation. However, this occurs only after 35 days

(Figure 5.4a), when the growth rate is already decreasing. The decrease in growth rate
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and in many fluxes is then not directly related to a nitrogen limitation. Amino acids were
still present at a relatively high level at the end of the culture (Figure 5.4b), even though
the rate of production decreased. Thus, it is more likely that the medium used in these
experiments limited the cells in Pi. However, the fluxes related to nitrogen also
exhibited a decrease after 35 days of culture, so a limitation could occur for that nutrient

as well.

5.8 CONCLUSION

A comprehensive dynamic metabolic model was presented. The model describes the
major pathways of plant cell primary metabolism. The strategy used to solve the
metabolic system involves the description of the kinetics of each enzymatic reaction.
Multiple Michaelis-Menten type kinetics, in conjunction with sigmoid switch functions,
allows describing the dynamic behaviour of the metabolic system subject to diverse
regulatory phenomena. In order to better analyze the simulation results, a visualization
framework including both the fluxes and metabolite levels was presented. It was
observed that the central carbon metabolism had relatively high and stable fluxes, while
most of the anabolic pathways had small and variable fluxes. The nitrogen metabolism
exhibited considerable variations in the fluxes, but the amino acids pool was still at a
high level at the end of the culture. However, it was observed that phosphate and
phosphate-related pathways play a crucial role on cell behaviour. Reactions from the
glycolysis, respiration, and energy metabolism were probably affected by a Pi limitation.
Moreover, it was observed that the intracellular Pi is subject to a ‘turnover’ rate that is

two to three orders of magnitude higher than the actual Pi consumed by the primary



158

metabolism reactions. This turnover of Pi decreased in conjunction with a decrease in
intracellular Pi. A decrease in specific growth rate also occurred in conjunction with the
Pi decrease. Thus, it is seen that Pi is a crucial element in explaining plant cell
behaviour, not only in terms of the growth rate but also by considering metabolic
processes such as glycolysis, respiration etc. The dynamic approach thus shows useful in
identifying important dynamic phenomena that explain plant cell behaviour. It is clear
that this model can be improved with further analyses (metabolites levels, enzymatic
and compartment analyses) and experiments that are specifically designed for
parameters identification such as perturbations and step-response experiments. This
procedure could certainly improve the reliability of the parameters and the predictive
capacity of the model. Moreover, the metabolic model presented in this work could be
used in conjunction with proper analytical methods (measurement of metabolites
concentrations, enzymatic activity, gene expression) to integrate knowledge on plant cell
metabolism. A reliable dynamic model could also be used to identify potential targets

for metabolic engineering or to develop efficient culture strategies.
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5.10 MATERIEL SUPPLEMENTAIRE

Un clip vidéo de la visualisation est disponible en annexe électronique de cette thése

(CD-ROM). Le clip est situé dans le dossier ‘\chapitre 5°.

Ce clip de 25 secondes présente la résolution complete (dans le temps) du modele
dynamique qui a été utilisé pour produire les Figure 5.2 et 5.3. Les unités des flux sont
en mmolsgDW'+d". Les flux sont mis a jour a chaque seconde, ce qui équivaut a 2 jours

de temps de culture.
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CHAPITRE 6 : KINETIC METABOLIC MODELLING FOR
THE CONTROL OF PLANT CELLS CYTOPLASMIC
PHOSPHATE

6.1 Présentation de I'article ‘Kinetic metabolic modelling for the
control of plant cells cytoplasmic phosphate’

Ce chapitre reprend ’article Kinetic metabolic modelling for the control of plant cells
cytoplasmic phosphate. Cet article a été¢ soumis pour publication dans la revue

Metabolic Engineering.

Le mode¢le métabolique dynamique développé au chapitre précédent pour C. roseus a été
appliqué a des cultures de E. californica en flacons agités. La structure du modele a été
légérement modifiée pour bien décrire le métabolisme de cette espéce végétale. Les
voies du métabolisme primaire sont les mémes pour E. californica que pour C. roseus.
Les voies du métabolisme secondaire sont cependant légeérement différentes, tel que vu
a la section 2.2.2 La calibration des parametres du modele avec des données provenant
de cultures en flacons de E. californica a permis de bien décrire les phénoménes
observés. Le modele métabolique proposé dans ces travaux est donc adaptable et
applicable a différentes espéces végétales. Des données sur le métabolisme du phosphate
ont été obtenues a ’aide d’un mini-bioréacteur permettant des mesures en RMN in vivo
sur le *'P. Ce mini-bioréacteur permet d’obtenir des données quantitatives sur les pools

de Pi1, ’ATP, ’ADP et les phosphomonoesters. Des expériences ont été effectuées pour
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identifier les dynamiques du métabolisme du phosphate. La réponse des cellules a ainsi
été mesurée suite a des variations sur la concentration de Pi dans le débit d’alimentation
au bioréacteur. Les équations de régulation des flux ont été adaptées pour bien décrire
les phénomenes observés avec les données RMN. Le modele a finalement été utilisé
pour développer une boucle de commande sur le Pi cytoplasmique en utilisant le Pi
extracellulaire comme variable manipulée. La boucle de commande a €té implanté avec
succes, permettant de maintenir le Pi pendant 5 heures a une valeur moyenne 14%
inférieure au point de consigne, ce qui est a I’intérieur de 1’erreur de mesure de la RMN
dans ces conditions. Des variations de 1’ordre de 24% étaient toutefois observées durant
cette phase, ce qui laisse supposer que le design du controleur pourrait étre amélioré.
L’outil de commande développé lors de ces travaux sera cependant trés utile pour de

futures études d’ingénierie métabolique sur les cellules végétales.
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6.3 ABSTRACT

A dynamic model for the primary metabolism and metabolic regulation of an
Eschscholtzia californica suspension is presented. The model describes glycolysis,
pentose phosphate pathways, TCA cycle and anabolic pathways. The energy shuttles
(ATP, ADP) and cofactors (NAD/H, NADP/H) balances are included. The model also
describes major nutrients (sugars, phosphate, nitrate and ammonium) uptake and
accumulation. Metabolic flux regulation is described by Michaelis-Menten kinetics and
sigmoid switch functions on the cells metabolites and cofactor levels. Experimental data
from batch flask cultures was used to calibrate the model parameters for the slow
dynamics (growth, nutrition, anabolic pathways etc.). Perturbation experiments were
performed using a perfusion small-scale bioreactor monitored by in vivo *'P NMR.
Parameters identification for phosphate (Pi) metabolism was done by measuring the
cells dynamic response to different inputs for extracellular Pi (two pulse-response
experiments and a step-response experiment). The calibrated model can describe Pi
translocation between the cellular pools (vacuole and cytoplasm). The effect of
intracellular Pi management on ATP/ADP and phosphomonoesters concentrations is
also described by the model. The calibrated model is then used to develop a control
strategy on the cytoplasmic Pi pool. This strategy was implemented and experimental
results were in accordance with model predictions. Thus, the calibrated model is able to
predict cellular behaviour for phosphate management and it was demonstrated that it is

possible to control the intracellular level of cytoplasmic Pi in plant cells.
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6.4 INTRODUCTION

Plant cells metabolism possesses unique properties that can hinder the te_chnological and
commercial success of a bioprocess for secondary metabolites or recombinant protein
production. One of these features is the capacity to accumulate high levels of
intracellular nutrients, which can affect the cells secondary metabolites production
potential, as reported by Lamboursain and Jolicoeur (2005). Low productivity,
sensitivity to medium composition (DiCosmo and Misawa, 1995) and sensitivity to
subculture cycles (Rijhwhani and Shanks, 1998) are also reported. Metabolic
engineering provides methods such as metabolic flux analysis (MFA) and metabolic
control analysis (MCA) to improve the catalytic properties of cells through a better
understanding of its metabolic features. Even though the methods of metabolic
engineering are now applied to plant cells (Rontein et al., 2002; Hughes et al., 2004;
Sriram and Shanks, 2004; Ratcliffe and Shachar-Hill, 2006) many challenges are still
encountered because of the limited quantitative data on the specific dynamics and
regulation of plant cells metabolism. Since plant cells intracellular nutrients levels affect
cellular behaviour (growth and production potential), the modulation or control of these
nutrients levels could be involved in a strategy to improve productivity or reduce
variability in production potential over the time course of a culture. In that case, a
kinetic model is necessary in order to correctly assess the dynamics of the system. A
descriptive kinetic model for metabolism with predictive capacity could be useful when
improving the design and operation of bioprocesses. Understanding and modelling plant

cell metabolism 1s challenging. There is regulation for the different cycles of carbon
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integration, which offer flexibility during growth (Rontein et al. 2002), and there is also
regulation for inorganic phosphate (Pi1) management under Pi limitation (Plaxton, 1998),
which allows plant cells to optimize their use of Pi. The intracellular nutrients are
known to be involved in the regulation of plant cells metabolism. Intracellular Pi plays a
central role in the regulation of enzymes activity through reversible phosphorylation
processes. Many enzymes in plant glycolysis are regulated by this process, among which
are pyruvate kinase, phosphoenolpyruvate carboxikinase and sucrose phosphate
synthase (Huber et al., 1994). Intracellular Pi may also affect energetic shuttles
concentrations and equilibrium (ATP/ADP) since it is directly involved in the
conversion of ADP to ATP. Intracellular nitrate and ammonium are known to affect
amino acid production. Moreover, it has been reported that the level of ammonium in
plant cells can affect gene expression (Wong ef al., 2004). Therefore, plant cells
metabolism and its regulation by metabolites and intracellular nutrients pools is a
complex issue and has to be addressed properly. A model for plant cells and hairy roots
nutrition was presented in Cloutier et al. (2007b). This model allowed describing the
intracellular management of the three major constitutive nutrients (Pi, sugars and
nitrogen). In that work, the description of the growth and nutritional dynamics was
performed with a common modelling basis for plant cells and hairy roots of different
species. Thus, it is possible that a similar dynamic modelling approach for metabolism
can be generalized and applied to different species. This approach should include the
description of nutrients pools management as well as the role of metabolite levels in

metabolic control. Control of plant primary metabolism by metabolites concentrations is
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a subject that is gaining attention recently. Plant metabolomics for primary metabolism
was reviewed by Fiehn (2006) and studies on plant metabolomics show that metabolite
level can be the controlling element in plant metabolism. Borland et al. (1999) reported
that the intracellular malate concentration can control the crassulacean acid metabolism
in plants under certain conditions and Carrari et al. (2003) also reported that the
regulation of TCA cycle by metabolic intermediates might be significant in plants.
Variations in metabolites levels are an issue when performing MFA and MCA. MFA
requires a pseudo steady-state hypothesis on the pathways to be analyzed. This can be
achieved by a chemostat culture, which is reported in the literature for plant cells
(Dougall and Weyraugh, 1980; Balagué and Wilson, 1982; van Gulik et al., 1993).
However, this culture can not be easily performed because of the high viscosity and
density of plant suspensions. Moreover, even if a steady-state is obtained in terms of
growth rate, this would not automatically imply a metabolic or nutritional steady-state.
If a nutrient is well above a limiting intracellular level, variations in concentration for
that nutrient could occur without affecting the specific growth rate. The
compartmentation of metabolic pathways is also a problem when performing steady-
state isotope labelling experiments to identify metabolic fluxes (Kruger et al., 2007).
Thus, the development and application of descriptive kinetic models for plant cells
metabolism could improve our capacity to cope with the aforementioned issues, as
reported by Rios-Estepa and Lange (2007). A descriptive model for metabolites and
fluxes will also be a powerful tool to integrate metabolomics and fluxes distribution data

to other available information on plant cell biology. This data integration will be
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necessary for further improvement on plant metabolic engineering, as reported by

Jenkins et al. (2004) and Oksman-Caldentey and Saito (2005).

Metabolic modelling for metabolic engineering of plant cell system is gaining attention
and was reviewed by Giersch (2000), by Morgan et al. (2002). Applications and
development of models for plant metabolism were also discussed by Poolman et al.
(2004) and Rios-Estepa and Lange (2007). Models for plant metabolic pathways were
also briefly reviewed in Leduc et al. (2006). In order to model plant cell metabolism, a
dynamic approach seems to be a prerequisite because of the aforementioned typical
plant cell characteristics. A dynamic metabolic model was previously developed to
describe Catharanthus roseus hairy roots cultures (Leduc et al., 2006). This model
included a steady-state hypothesis on the central primary metabolism. The possibility of
removing this hypothesis to fully describe the central primary metabolism fluxes and
metabolites levels was recently explored in Cloutier et al. (2007). In this work, the
dynamic metabolic model will be transposed to E. californica suspension with the aim

of designing and implementing a control strategy on plant phosphate metabolism.

6.5 DYNAMIC MODELLING FOR CONTROL OF PLANT CELL
METABOLISM

The model presented here will thus be applied to batch shake flask cultures of E.
californica. The model was also used to analyze Pi compartmentation, regulation and

metabolism of the same E. californica cell line cultivated in a perfusion small-scale
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bioreactor monitored by *'P NMR. The *'P NMR experiments yield valuable insight on
phosphate and energy metabolism by rapid and quantitative measurement of Pi pools
(vacuolar and cytoplasmic) and phosphated metabolites (phosphomonoesters, ATP and
ADP) during perturbation experiments. Pi is often the limiting nutrient in plant cultures
and has fast uptake and allocation dynamics, as observed by Cloutier et al. (2007) in a
simulation of C. roseus central primary metabolism. Thus it is believed that the
assessment of these dynamic with the appropriate experimental tools is fundamental for
the development of an efficient modelling strategy. The use of data on the energetic
state of the cells (quantitative ATP and ADP measurements) will allow a precise
evaluation of the influence of energy metabolism on the glycolytic fluxes. As reported
by Urbanczyk-Wochniak et al. (2003) and Alonso et al. (2005), the energetic
management in plant cells might be a significant factor in the control of the glycolysis.
The use of data sets from different experiments (shake flask and perfusion
minibioreactor) with different timescales (days versus hours) allowed testing the
capacity of a dynamic model to describe plant cell behaviour in different experimental
conditions. Finally, the most common argument in favour of dynamic modelling is the
capacity to predict experimental results and to improve experimental design (or culture
strategy in the case of a bioprocess). In this work, the dynamic model was thus used to
develop a control loop for the cytoplasmic Pi (CPi) concentration. The implementation
of this experimental strategy was simplified by the use of the model as a tool to simulate
the system composed of the cells cultivated in the small-scale bioreactor and the control

loop.
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This manuscript is thus organized as follows. The dynamic metabolic model will be
briefly presented, with emphasis on changes that are implemented in the present work.
The general control strategy for CPi is then described. The cells cultures and model
calibration are presented in the materials and methods. The identification of model
parameters and culture dynamics from experimental results is then discussed. This
discussion is presented in two parts. First, the shake flask cultures are used to analyze
the slow dynamics of the system (growth and stationary phase, macromolecules
biosynthesis etc.) and then, the fast dynamics observed from the perfusion small-scale
bioreactor experiments (Pi uptake and management, energetic metabolism) are

discussed. Finally, the results of control loop tuning and implementation are presented.

6.6 DYNAMIC METABOLIC MODEL FOR PLANT CELLS

The model for E. californica suspension (Figure 6.1) is based on the model presented for
hairy roots in Cloutier et al. (2007). This fully dynamic model includes 46 reactions and
41 metabolic species. The stoichiometric equations of the 46 described fluxes are
presented in Table 6-1 and the kinetic equations for the fluxes regulation are presented
in Table 6-2 and 6-3. The kinetic parameters of the model are presented in Tables 6-4
and 6-5 and a summary of the state variables of the system and initial conditions is

presented in Table 6-6.
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Figure 6.1 Schematic view of the dynamic metabolic model (a) and pathways of the

central primary metabolism (b). Numbers correspond to fluxes numbers in Tables 6-1,
6-2 and 6-3.

The model can be described as a set of ordinary differential equation (ODE):

ﬁ:MOV—‘[[OS
dt

6.1

where S is a vector for the 41 metabolic species concentrations, M is the stoichiometric

matrix of the metabolic system (Table 6-1), v is the vector of the fluxes (Table 6-2 and
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6-3) and y is the growth rate (reaction 46 in Table 6-1 and 6-3). Each flux is described

by a kinetic equation:

(S
P ) (S

* F(S)) 6.2

v(]) = vmax,j

Where sigmoid switch functions (f(S;), Equation 6.3) are applied to describe known

regulatory phenomena:

1
f(Sz) = 1+ & “Cr 5 6.3

The construction of these kinetic equations was discussed in Leduc et al. (2006) and
Cloutier et al. (2007) with extensive description of pathways and regulations. The
presentation of the model here will thus be limited to the structural changes that were

made to describe the culture conditions and the observed plant cell metabolic behaviour.
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Table 6-1 Reactions of the metabolic model

Z
e

Reaction

BB D DRDRDDRD GLWWWLWWLWLLWLWE NN KM N RN R R R o e
N L R LN CE S N AN N RO~ OO AR BENN —~ S OCRARNNR D= P OTANR WD~

GLC + ATP = G6P + ADP

FRU + ATP = F6P + ADP

G6P + 2 NADP 2 R5P + 2 NADPH + CO2

3 R5P = 2 F6P + G3P

E4P + 2 PEP + ATP + NADH - CHO + 4 Pi + ADP+ NAD
CHO + AA + NAD = 0.5 ALK + OXO + NADH + CO2
PEP+ CO2 = OAA +Pi

OXO+2 NAD + ADP + Pi = OAA + 2 NADH + ATP + CO2
PYR + NAD - NADH + ACOA + CO2

OXO + NH, + 3 NADPH + 3 ATP = AA + 3 NADP + 3 ADP + 3 Pi
ACOA + ATP + 2 NADPH = LIP + ADP + Pi + 2 NADP

2 R5P = F6P + E4P

SUC =2 GLC + FRU

G6P = F6P

ACOA + OAA + NAD = 0XO + NADH + CO2

PEP + ADP - PYR + ATP

PEP - PYR + Pi

G3P + Pi + ADP + NAD - PEP + ATP + NADH

G3P + NADP = PEP + NADPH

F6P + ATP -> 2 G3P + ADP

G6P + F6P + 2 NDP = SUC + 2 NTP

R5P+3.75 AA+7 ATP +0.25NAD = 7 ADP + 3.5 Pi+ 1.75 PPi + 0.25 NADH + OP
G6P + 2 ATP + NADPH = STH + 2 ADP + NADP + Pi + PPi
STA + Pi = G6P

G6P + ATP = STA + ADP + PPi

LIP +2 ATP + NAD => ACOA + 2 ADP + PPi + NADH
ACOA 2 ORA

ORA = ACOA

F6P + PPi 2 2 G3P + Pi

SUC + PPi = G6P + F6P

EGLC + ATP = GLC + ADP + Pi

ENO; + ATP = NO; + ADP + Pi
EPi+2 ATP > 3Pi+2 ADP

ENH,+ ATP - NH,+ ADP + Pi

OP 2 Pi

NO; + NADH + 3 NADPH - NH, + NAD + 3 NADP

PPi > 2 Pi

VPi = Pi

Pi+ NTP - 2VPi + NDP

ATP > ADP + Pi

2.5 ADP + 2.5 Pi + NADH + O2 - 2.5 ATP + NAD

ATP = 3 Pi+5NH4 +10/6 Glc

3 Pi+ 5 NH4 +10/6 Glc = ATP

NADH > NAD

GO2-> 02

AA+LIP+ORA+STH+OP = X

V[_ = VL() — 20X
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Table 6-2 Biokinetic equations for metabolic fluxes 1-23

No. Biokinetic equation
GLC ., ATP (. 1.7 .1 1
Kig, t GLC Ky, v ATP 1+ ¢ S0 [CPi-0.01] 1+ ¢~ 200:(G6P-0.05)

1 v(1)= Viax *

5 WD) v s FRU . ATP (. 1
"2 Kt t FRU Ky s ATP | 14 o 200F6P-006)
)= v s GeP_ NADP 1
~ Ymax3 .
3 Kygpt GOP Ky, + NADP L b, 751}
R5P
D=y, 0 — =
4 VO Vs Kaipop + RSP
E4P PEP ATP NADH
5 V)= Voaxs * K E4P K PEP K ATP K NADH
Mgap + MPEP+ MATP+ Myapr +
W6)= v g CHO R NAD (- 1
6 max6 Kyt CHO Ky A4 Ky s NAD 1+ o 200 TALK=0.01]
WD) = v e PEP __ _ CO, [, 1
7 "N UK Myt PEP K gy #COy | 14 ¢ 400°1044-002]
0X0 NAD ADP Pi
8 v(S) = Vmax8* ¢ ' ¢ X
Kyt OXO Ky + NAD Ky +ADP Ky 4 Pi
O)= v PYR | NAD i 1
9 max? KMPYR + PYR KM\'AD + NAD 1+ e 2000{ACO4-0.1)
oxo NH, NADPH ATP
10 v(10) = Vinax10 * . . .
Kyt OXO Ky +NH, K, +NADPH K, _+ATP
ACOA ATP NADPH
11 VD= Ymet 2 ACOA K, +ATP. NADP.
Macos * Mappt KMM{DPH + H
R5P
12 v(12)=

V. ¢ —_—
™K prep + RSP

SuUC

v(13) = V3 —————————
13 ( ) max 13 KMSU( + SUC

(14)- ,__ GeP 1
14 VU4) = Vinax14 Kntg,, + G6P 14 o 2000[F6P-0.05]
5 W15) = ACOA 0AA NAD

V. L .
™5 K btycoq * ACOA Ky, +OAA Ky + NAD

PEP ADP
16 "(16)= Vmax16 * ' .
K ptpept PEP Ky, + ADP

17 v = vyeart PEP (1' - lO-llPi- 0.05) ]
Kyt PEP | Tre

G __,_Pi_, ADP__ _ NAD
Kugpt G3P Ky +Pi Ky +ADP K, +NAD

18 v(18)= Vmax18 *
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Table 6-2 Continued

No. Biokinetic equation

GP | NADP
Kyt G3P Ky o+ NADP

19 v(lg) = Vmax19 *

Fo6P ATP
20 ‘](20) = Vmax20 * '
Kptpgp t FOP Kyt ATP
G6P F6P ADP
21 V(2D = v ® ' '
Kyt G6P K, +F6P K, '+ ADP
W22)= v, . R5P . A4 . ATP . NAD . 1
22 ) a2 KMRSP * RSP KMA,.4 + A4 KMATP v ATP KMNAD tNAD 1+ e TP 00003
G6P ATP NADPH
23 V(23) = Vmax23* ' '
Kugpt GOP Ky +ATP K, +NADPH

Table 6-3 Biokinetic equations for metabolic fluxes 24-46

No. Biokinetic equation

24 WA= vagt A Pi [H 1 )

[] []
Ky #STA Kyt Pi o~ 1001026-GLC]
55 w(25)e var —OOP __,__ATP | 1 , 1
max 25 KMGGP + G6P KMATP+ATP 1+ e—lSO-{GLC-OJS) 1+ e 2000 (1.7- STA4)
06 w26 e —HP o ATP___ NAD 1
T Kyt LIP Ky + ATP Ky + NAD | 14 ¢ |®1001-NDH)
ACOA
27 V@27)= Vo !
Ky oy, + ACOA

ORA 1
28 W(28) = Vyax 28 * K, + ORA ' [1" 1+ o 10°(NADH-0.01] ]

ORA

F6P PPi 1

v(29) = v a029® . ol 1- -

29 VO Vst o Mpoyt F6P Ky + PPi ( 1+ g 10F0D )

SuUC PPi

v(30) = . .

30 YOO Ymo® g GE Kyt PP

EGLC ATP
31 V(31D = Viax31 ® *

KMEGLC + EGLC KMATP+ ATP
32 v(32) = | Viax32.1a L* Vmax32,H4 * ENO, ATP
Kt 14y, * ENO Kit tapgs t ENOs | Ky, + ATP
EPi EPi ATP

* Vinax 33,04 *

33 v(33)= [ Vmax33,04 *

_— []
Ky 14y, * EPi Kuagy, * EPi| Ky _+ ATP
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No. Biokinetic equation
ENH, ENH ATP
34 v(34) = | Viaxsa.ra ® 1y 34,Ha " )
max Ky apys * ENHy ™YK e+ ENH, Ky ot ATP
opr* 1
35 v(35)= Vpaxas® PR ’[" 14 o 15 1Pi-005] ]
2
36 v(36) = v 360 N? 3 7! DI ¢ b
KMNO;- + NOy KMNADH t NADH Ky waven T NADPH
PPi
v(37)=v - —
37 VODE Vmaxyr Ky, + PPi
PPi
VPi 1
38 v(38) = Vipax3g* Kyt VPi ¢ [ I- 1+ o 15*(CPI-0.025] )
CPi 1
39 v(39)= vy ® Ky, +CPi ' [ 1+ o 190 [CPi- CPLihreshold) }
Pi
. . 0.051
with: CPi,threshold = 0.019+ [lTe_—%m]
ATP
v(40)= v,  —
40 (40) max 40 KMA",+ ATP
2
41 ‘)(4 1): Viax 41 ¢ NaDH ' ADP ¢ Cfl 2 *
Kypon t NADH K+ ADP Ky, %+ CPi? Ky, + O
ATP 1
42 V(42) = Viaxan ® K pr it ATP * [ 1+ o 200:TATP+ ADP-0.01) )
4
CPi NH GLC 1
v(43)= v . . 4 ' i
43 (43) = Vinaxas Koy CPi- Kygoy e NH, - Kyt GLC ( |+ o 250 00T ATP+ 4DP] 250010.03- CPi) ]
NADH 1
v(44)= v, . 4.0 .
44 (4= Ymaxas* s NADH _ 300 —M’"_,M)
Mxapy ; :
1+ e NAD+ NADH
45  v(4%)= kas (02, - 02)
AA LIP'® ORA opr* ATP
46 v(46) = Vimax46 * X

. L ] L] L ]
Ky, + A4 KMW“ZM LIP'*® Ky, + ORA KMOP4+ OP* Ky, + ATP
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Table 6-4 Maximum reaction rates (Vmax)

Reaction Current value Units
1 3.3248 mmolegDW-'+d"
2 0.0015 “
3 2.0340 *
4 0.2045 “
5 3.5581 «
6 0.2895 “
7 0.6834 “
8 38.819 “
9 54.620 “
10 20.021 “
11 0.3029 “
12 0.0894 “
13 0.0507 “
14 3.0136 «
15 55.150 “
16 6.8021 ¢
17 6.3784 “
18 66.783 “
19 39.778 “
20 6.5032 “
21 0.1505 “
22 0.6500 “
23 0.5478 “
24 1.6703 ¢
25 0.1106 “
26 0.0080 “
27 0.1562 “
28 0.0050 “
29 0.7640 “
30 0.2512 “
31 2.2401 “
32 LA 1.8650 “
32 HA 0.0275 “
33 LA 47311 *
33 HA 0.0754 “
34 LA 7.8209 “
34 HA 0.2520 *
35 0.0161 “
36 2.8100 “
37 1.4527 “
38 0.0426 “
39 0.9045 “
40 5.6776 “
41 48.972 *
42 0.1522 “
43 2.5736 “
44 44198 “
45 (k.a) 65.589 d!

46 (1) 0.3644 d!
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Table 6-5 Affinity constants (K,)

Component Value Units
AA 0.014693 mmolsgDW"!
FRU 0.4551 «
CO2 0.000125 “
GLC 0.4572 “
LIP 0.0025438 «
NAD 0.00027308 «
NADH 0.00032242 «
NADP 0.00025 «
NADPH 0.00017 «
ADP 0.0017316 .
NH4 0.032279 “
ATP 1.7071 e-5 “
ORA 0.021 “
VPi 0.0035236 *
CPi 0.00217 “
Pi 0.00217 “
PPi 0.12686 “
SuUC 0.413 “
STA 0.941 “
STH 0.125 «
oP 0.029064 «
G6P 0.00475 «
F6P 0.00475 «
G3P 0.0095 “
E4P 0.0095 “
RSP 0.00475 «
CHO 0.0095 *
PYR 0.0095 “
PEP 0.0095 “
ACOA 0.002375 “
OAA 0.00475 “
(0).(¢} 0.00475 «
02 0.00289 “
NO3 0.0157 «
EGLC 11.12 mM
ENO3_HA 0.0157 «
ENO3 LA 9.8430 «
EPI HA 0.0017 “
EPI LA 0.0151 “
ENH4 HA 0.021 «
ENH4 LA 1.975 “

EO2 0.0069 N
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Table 6-6 State variables description and initial conditions for shake flask cultures

Component Description Value Units
AA Amino Acids 0.286 mmol*gDW"
FRU Fructose 0.025 “
c0O2 Carbon Dioxide 0.00125 “
GLC Glucose 0.5 «“
ALK Total alkaloids 0.0004 “
LIP Lipids 0.404762 “
NAD Nicotinamide A(_iepine Dinucleotide 0.0002 «
(oxidised)
NADH Nicotinamide Adenine Dinucleotide 0.0002 «
(reduced)
Nicotinamide Adenine Dinucleotide “«
NADP Phosphate (oxidised) 0.00009
Nicotinamide Adenine Dinucleotide .
NADPH Phosphate (reduced) 0.00011
ADP Adenosine Diphosphate 0.0058 “
NH4 Ammonium 0.057 “
ATP Adenosine Triphosphate 0.002709 «
ORA Organic Acids 0.16 “
CPi Cytoplasmic Pi 0.03
VPi Vacuolar Pi 0.005
Pi Intracellular Free Pi (CPi + VP1) 0.0035 “
PPi Pyrophosphate 0.005 “
SuC Sucrose 0.01 “
STA Starch 0.2914 “
STH Structural Hexoses 0.2944 “
OP Organic Phosphates 0.0248 “
G6P Glucose-6-Phosphate 0.00464 *
F6P Fructose-6-Phosphate 0.00486 “
G3P Glyceraldehyde-3-Phosphate 0.00475 “
E4P Erythrose-4-Phosphate 0.00475 “
RSP Ribulose-5-Phosphate 0.00475 “
CHO Chorismate 0.00475 “
PYR Pyruvate 0.00475 “
PEP Phosphoenolpyruvate 0.00475 “
ACOA Acetyl-CoenzymeA 0.00475 “
OAA Oxaloacetate 0.00475 “
0XO0 Oxoglutarate 0.00475 “
02 Oxygen 0.0044 “
NO3 Nitrate 0.0157 “
PME Phosphomonesters (G6P+F6P) 0.0095 “
EGLC Glucose (extraceltular) 124 mM
ENO3 Nitrate (extracellular) 20.2 “
ENH4 Ammonium (extracellular) 2.02 “
EPi Phosphate (extracellular) 0.98 “
EO2 Oxygen (extracellular) 0.23 *
L Liquid medium volume 0.057 L
X Biomass 0.175 gDW-eFlask
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Variation of liquid medium volume
The liquid medium volume (Leflask) is included in the mass balances of the model

(Table 6-1, reaction 47). The cell suspension used in this work has an average water
content of 95% (20gFW of cells contains 1gDW of cell mass and 19g of water), thus the
cell volume 1s not negligible and the liquid medium volume is reduced proportionally to

cell growth (Table 6-1, reaction 47).

Secondary metabolites production
A pool for secondary metabolites is included in the model, even though the description

of secondary metabolites production is not the main concern of this work. For E.
californica, the only precursor for the benzophenanthridin alkaloids biosynthesis is
tyrosine, which is obtained from glutamate (AA, the amino acids pool described by the
model) and chorismate (CHO). Two units of tyrosine are necessary to synthesize
norcoclaurine, which is then used to produce all the intermediates of the
benzophenanthridin alkaloids pathways. Reaction 6 describes this global conversion of
AA and CHO to obtain the secondary metabolites pool. Since alkaloids are toxic

compounds, a maximum accumulation level is considered for reaction 6 (see Table 6-2).

Pi management, regulation and extracellular Pi sensing
The major change implemented in this work is a more thorough description of Pi

storage, metabolism and its effect on pathway regulation. Since in vivo *'P NMR data
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were available it was possible to develop and calibrate the pathways for vacuolar storage
of Pi (VPi, Table 6-1, reactions 38 and 39). The interest of such a compartment
description is to enhance the predictive capacity of the model in regard to intracellular Pi
management and regulation. Since the glycolytic reactions are affected by Pi
management (Plaxton, 1998) a better modelling of cellular Pi pools will enhance the
description of Pi regulation in the model. When a high level is reached in the cytoplasm,
CPi is transferred to the vacuole (Table 6-3, reaction 39). It can be transferred back in
the cytoplasm in case of Pi limitation (Table 6-3, reaction 38). The translocation of Pi
from the cytoplasm to the vacuole (Table 6-3, reaction 39) is also regulated by the
concentration in the cytoplasm and by the presence of extracellular Pi (EPi). First, there
is a threshold concentration in CPi for which the transfer rate to the vacuole is half its
maximal value (CPiuresod In reaction 39). When cytoplasmic Pi concentration is higher
than the threshold concentration, the transport rate in the vacuole can be activated up to
its maximal value. Since higher concentrations in CPi were systematically observed
when the cells were submitted to higher EPi concentrations, it is postulated that the
presence of EPi is affecting the intracellular management of Pi. Thus, the threshold
concentration in CPi for transfer in the vacuole (CPinresnoa) 1S increased by the presence
of extracellular Pi (see Table 6-3, reaction 39). This regulation allows higher CPi
concentrations when cells are submitted to high EPi concentrations. This EPi-sensing
hypothesis proved to be highly efficient in enhancing the capacity of the model to
describe experimental data (see Results and Discussion). This observation about EPi-

sensing needs however to be further investigated.
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An increase of phosphomonoesters concentration (PME: G6P and F6P) was also
systematically observed at high CPi concentrations during NMR experiments. This
increase in PME did not systematically correlate with an increase in ATP level, which is
one of the substrates in the formation of G6P (Table 6-1, reaction 1). A simple linear fit
of PME versus CPi for the available NMR data had a correlation factor (R*) of 0.83
while the same fit for PME versus ATP showed a correlation factor of 0.08 (data not
shown). A logarithmic correlation was also tested and the correlation factors were
slightly improved: R* of 0.86 for PME versus CPi and R? of 0.13 for PME versus ATP.
While it is clear that the biological relationship between these metabolites may neither
be linear nor logarithmic, the correlation is obviously stronger between CPi1 and PME.
So, it is assumed that a regulatory phenomenon is taking part in the observed increase in
PME. This effect was included in reaction 1 (Table 6-2). This regulation increases the
rate of phosphorylation of GLC to G6P when CPi concentration is high. However, this
regulation phenomenon is probably indirect because there is no report in the literature of
a direct activation of the plant hexokinases at high cytoplasmic Pi concentrations.
Maximum accumulation levels were considered for G6P (0.05mmolsgDW™) and F6P

(0.06 mmol*gDW™) using the sigmoid switch function (Equation 6.3) in reaction 1, 2

and 14 (see Table 6-2).
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Energy shuttles
The energy shuttles (ATP, ADP) are included in the stoichiometric equations of the

model. In previous works (Leduc et al., 2006; Cloutier et al., 2007) it was assumed that
the sum of ATP and ADP was constant over time and the ATP to ADP ratio was
changing depending on global cellular energetic balance. However it was observed by
*'P NMR that the sum of energy shuttles (ATP+ADP) can vary significantly, even over
a short timescale (see Results and Discussion). Thus, reactions for the synthesis (43) and
degradation (42) of ATP were included in the model. These reactions are derived from
the elementary mass balance of C, N and P from glucose, ammonium and Pi. This
simplified reaction for ATP synthesis was chosen so to have a consistent mass balance
with metabolites that are already included in the model (GLC, NH4, Pi) and to avoid
adding pathways for adenine or ribose synthesis. However, it is clear that other reactions
are involved in the observed variations in energetic shuttles concentrations, like the

degradation or use of ADP to AMP or other compounds that are not visible to NMR.

6.7 DEVELOPMENT OF A CONTROLLER FOR CYTOPLASMIC
PHOSPHATE

Since in vivo NMR allows for a fast and on-line measurement of the Pi pools in the
cells, it is possible to implement a control strategy on Pi metabolism using the
extracellular Pi (EPi) concentration as the manipulated variable. As was observed by
Mauch et al. (1997) the intracellular dynamics of a metabolic system can be affected by
an adequate perturbation in extracellular concentrations. The possibility of controlling

intracellular processes by manipulating extracellular variables was also mentioned in
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Stephanopoulos et al. (1998). The manipulated variable used in this work (EP1) is easily
manipulated since the NMR minibioreactor is operated in perfusion mode. CPi was
chosen as the controlled variable in this work since it is the first storage pool for Pi and
it is involved in the regulation of many reactions of the primary metabolism of plant
cells that occur in the cytoplasm. The possibility of controlling the CPi concentration in
plant cells could lead to significant advances in the elucidation of many regulatory
phenomena. An operating strategy that can provide stable intracellular Pi concentration
even in the presence of perturbations (gene induction, secondary metabolism induction,
nutritional perturbation) could improve our understanding of metabolic regulation in

plant cells.

The controller designed for this work is a proportional-integral (PI) controller with the
CPi concentration (mmol CPiegDW™) as the controlled variable and the EPi feeding
concentration (mMol) as the manipulated variable. This controller was implemented in
discrete form with a control action every hour. The discrete form of the controller is

written as follow:

A
EPi = EPi, + K, o|(e,- e, )+ 2Loe, 6.4

T

where EPi, is the actuated EPi concentration, EPi,.; is the EPi concentration at iteration

‘n-1’, K. is the proportional gain of the controller, 1; is the integral time constant, At is
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the time between two control actions (1 hour in this case) and e, and e,., are the errors
(setpoint minus measurement) on CPi at iteration ‘n’ and ‘n-1’, respectively. More
details on the parameters tuning for this controller are provided in the Results and

Discussion.

6.8 MATERIALS AND METHODS

Plant cells cultures
Cultures were performed in 125 mL shake flasks on an orbital shaker at 120 RPM using

a B5 medium (Gamborg et al., 1968) supplemented with 3% glucose, 0.1mgeL" kinetin
and 0.2mgeL"' 2-4-D. The flasks, containing 40 mL of sterile medium, were inoculated
with 20 g of a 10 days old suspension. Sampling was performed every day with whole
flasks taken as samples (n = 3). Biomass concentration (gDW<L"' and gFW-L"') was
measured as described in Lamboursain and Jolicoeur (2005). The dry weight was used
as a direct measure of biomass (gDW-eflask™) and to estimate specific growth rate (d™).
The fresh weight was used to estimate liquid medium volume remaining in the flask
(L-flask™). After sampling 10 mL for biomass measurement, the remaining suspension
was processed for freezing and freeze-drying and further analysis as described in
Lamboursain et Jolicoeur (2005). Dissolved oxygen measurements were performed
(before removing the flask from the shaker) using a polarographic probe (Mettler-

Toledo, InPro 6800).
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Analytical

Analysis of intracellular and extracellular ions (POs, NO; and NH,") was done by
HPLC as previously described (Cloutier et al., 2007b; Lamboursain and Jolicoeur,
2005). Extracellular glucose was analyzed using the enzymatic glucose infinity reagent
(Sigma-Aldrich). Intracellular soluble glucose was measured by extracting 15 mg of
freeze-dried cells three times with 0.5 mL of 80% EtOH followed by centrifugation for
5 minutes at 10 000g. The supernatants from the three successive extractions were
pooled and analyzed for glucose concentration using the glucose infinity reagent. The
pellet from glucose extraction was kept for starch analysis. Starch was extracted and
measured as described in Leduc et al. (2006). Total lipids content was determined by a
colorimetric method (Elkahoui et al., 2004). Freeze dried (10 mg) cells were suspended
in 1 mL acetone followed by sonication on ice for 20 minutes and centrifugation at
10 000g and 4°C for 10 minutes. The supernatant was treated with 1.5% sulfosalicylic
acid (0.1 mL of supernatant in 0.9 mL of sulfosalicylic acid). The mixture was put on an
orbital shaker at 300 RPM for 40 minutes and the absorbance of the sample

(proportional to lipids concentration) was read at 440nm.

In vivo *'P NMR Spectroscopy
A small-scale (3 mL) perfusion bioreactor (Figure 6.2, adapted from Chen, 2004) was

used to perform in vivo *'P NMR spectroscopy. This bioreactor is a modified NMR
probe that can contain a cell bed of 1 gFW (approximately 0.05 gDW). The medium is

aerated in an external flask and perfused to the NMR probe with a peristaltic pump. The
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medium used for perfusion in the minibioreactor is a B5S medium (Gamborg et al., 1968)
free of paramagnetic ions and EPi (unless for Pi-feeding, as described further) and
supplemented with 3% glucose, 0.1mg-L" kinetin and 0.2mg+L"' 2-4-D. Deuterated
water (D,0) was added to the medium (10% v/v) to lock the NMR signal. The slight
dilution caused by D,O addition was considered in the modelling of extracellular

nutrient concentrations.

Filter

Condenset

In-house 31685 chamber

Class beads

Waste Sparger Stiver
10mm MR tube

Beservor

Figure 6.2 NMR perfusion bioreactor and experimental setup.

In all the NMR experiments, 5 days old cells from shake flask cultures were used to
inoculate the bioreactor. The cells were allowed to stabilize in the small-scale bioreactor
for 1 hour before recording the first spectrum. The perfusion flowrate in the
minibioreactor was 1.6 mLemin™, as determined in Gmati et al., (2005). This flowrate

minimizes the time delay caused by circulation in the tubing and allows for a fast
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replenishment of medium in the minibioreactor with a residence time in the order of
minutes. NMR operating parameters were based on Gmati et al., (2005) and Chen
(2004) and allowed for reliable quantification of cytoplasmic and vacuolar Pi, as well as
PME (G6P and F6P), ATP and ADP. The NMR experiments were 5 to 7 hours long as
compared to a typical doubling time of 2.5 days for E. californica cells cultivated in the
conditions described in this work. This timescale (5-7 hours) is adequate to study Pi
metabolism in plant cells (Bligny and Douce, 2004). The model also showed no
significant variations in biomass, macromolecules and carbon sources on that timescale
(simulations not shown), suggesting that the main effect, both experimentally and in the
simulations, will be due to Pi metabolism. Further details on the experiments performed

with the small-scale bioreactor are provided in the Results and Discussion section.

Model simulations and calibration of the kinetic parameters
The model simulations and parameters calibration were performed using the Matlab

software as described in Cloutier et al., (2007). The model contains 49 reactions rates,
41 affinity constants and 44 regulation parameters for a total of 134 parameters. Model
parameters (Table 6-4 and 6-5) and unknown initial conditions (Table 6-6) were
determined by least-squares curve fitting using the Isqcurvefit.m subroutine. Initial
estimates for growth and nutrient transport parameters were taken from Cloutier et al.
(2007b). Respiration parameters (reaction 41) were first estimated from respirometric
data (Lamboursain and Jolicoeur, 2002 and unpublished data). The data set for

parameters calibration is composed of 14 measured states variables from flask cultures
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(X, EGLC, EPi, ENO3, ENH4, GLC, Pi, NO3, NH4, STA, LIP, O2, growth rate and
liquid medium volume) and 5 states variables measured in 3 distinct in vivo NMR
experiments (CPi, VPi, PME, ATP, ADP) for a total of 322 data points (182 from the
flask cultures and 140 from the NMR experiments). The calibration with NMR data was
done in parallel to the model calibration for flask experiments. Thus, a unique set of

parameters to describe the four experiments is obtained.

6.9 RESULTS AND DISCUSSION

The model describes the dynamics of plant cells batch cultures
Figure 6.3 presents the comparison between simulated metabolites profiles and

experimental data points for a shake flask culture. The overall performance of the model
at describing available data in batch cultures is similar to what was obtained for C.
roseus hairy roots cultivated in Petri dishes (Cloutier et al., 2007). This observation
suggests that the proposed modelling basis for metabolism can be easily adapted to
different plant species, as was observed in Cloutier et al. (2007b) for dynamic nutritional
modelling. The description of cell growth and nutrition is in accordance with the data,

with only minor discrepancy in the management of intracellular sugars and starch.
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Figure 6.3 Simulated metabolites profiles and experimental data for a batch culture of
E. californica. Axis units are mmol*gDW' except for X (gDW<Flask™"), growth rate (d™)
extracellular nutrients EGLC, EFRU, ESUC, EPi, ENO3, 02 (mM), Liquid volume
(L*Flask™"), qO2 (mmolsgDW'¢j "), energetic ratios and RQ (dimensionless). Error bars

represents the standard deviation (n = 3).

The respiratory quotient (RQ), an important physiological parameter, was estimated
from the model simulation using the global CO2 production by the cells: gCO2 = v(3) +
v(8) + v(9) + v(15) + v(6) - W(7) and the respiration rate: qO2 = v(41). The simulated
qCO2 to qO2 ratio, the RQ, is thus presented in Figure 6.3. During the growth phase,
this ratio was constant and near unity, which is expected for glycolytic metabolism.

After 8 days of culture, the simulated RQ went down from 1. This corresponds to the
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beginning of the stationary phase and to a clear change in metabolic behaviour, because
the extracellular GLC is depleted and the growth rate is limited by a low level in
nucleotides (OP, Figure 6.3). However, it remains to be confirmed experimentally that
the RQ for E. californica cells could decrease in these conditions. It is interesting to note
that the integrative modelling approach proposed here can predict realistic behaviour for
the complete culture duration, in that case: =2 cells doubling plus a clear stationary

phase.

Model describes the fast dynamics of phosphate metabolism
Three perturbations experiments were performed and monitored using the NMR small-

scale bioreactor. In a first experiment, a 1 hour pulse at 220 uM EPi was performed with
NMR spectra integrated every 30 minutes (Figure 6.4). In a second pulse-response
experiment, 88 uM EPi was applied for 2 hours with NMR spectra recorded every hour
(Figure 6.5). These experimental conditions respectively represent ~25% and ~10% of
the normal EPi concentration of B5S medium (1 mM). The actual values for EPi are
actually a little bit lower in that case because of the addition of 10% D,O in the medium
(see Materials and Methods). A step-response experiment was also performed (Figure
6.6). The cells were monitored in the NMR small-scale bioreactor for 1.75 hours without
EPi and then, a 20 pM EPi concentration was apphed for 4 hours with NMR spectra
recorded every 30 minutes. This lower concentration was chosen to avoid high
accumulation of Pi in the cells and possible Pi efflux (Raghothama, 1999; Bieleski,
1973). The EPi concentrations assayed in these experiments are all higher than the K,,

values reported in the literature for high affinity transport of Pi (0.5-8 uM), as reviewed
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in Leduc et al. (2006). Thus, the dynamics of the small-scale bioreactor (i.e. the cells Pi
consumption rate) will be driven by the dynamics of low-affinity Pi transporters and not
by inducible high affinity Pi transporters. The PME measured by NMR includes the G6P
and F6P pools and thus the simulated PME presented in Figures 6.3 to 6.7 is the sum of
these two metabolites obtained from the model simulations.

300 EPi-feed 012 . cytoplasmic Pi 0.15

vacuolar Pi

200 S IS i : 0.08 0.1

100}- - Rt DO R 004} o 0.05

%0 1 2 3 4 5 %% 1 2 3 4 5 °0 1 2 3 4 5
300 EPi-out . 003 ) A;TP+A;D=P . 8 . ATP [ (ATP+ADP)

Time (n)
Figure 6.4 Simulated metabolites profiles and experimental NMR data for a pulse
response experiment. 220 uM extracellular Pi applied from 1.5h to 2.5h with data points
recorded every 30 minutes. Axis units are mmolegDW~' except for EPi-feed (uM), EPi-
out (uM) and energetic ratios (dimensionless). X Pi represents the sum of simulated and
experimental values for cytoplasmic Pi, vacuolar Pi, PME (G6P and F6P), ATP and

ADP.
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The two pulse response experiments (Figure 6.4 and 6.5) show how Pi is first
accumulated in the cytoplasm and then used for PME synthesis and the excess is
transferred in the vacuole. The CPi pool is decreasing at the end of the two pulses,
following a first order dynamic (e.g. an emptying tank). However the level of CPi does
not necessarily go back to the stable value observed before the pulse, as is expected of a
pure first order system. A slight delay is also observed between the Pi feeding and the
intracellular response because of the medium circulation time in the system. In both
pulse experiments, the total uptake of Pi quantifiable by NMR (ZP1i the sum of CPi, VPi,
PME, ATP and ADP) is described very well by the model. This total Pi concentration
increases during the pulse and then stabilizes. The minor variations in total Pi after the
pulses (EPi = 0) are probably due to Pi being exchanged with pools that are not visible

to NMR.
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Figure 6.5 Simulated metabolites profiles and experimental NMR data for a pulse
response experiment. 88 pM extracellular Pi applied from 1h to 3h with data points
recorded every 60 minutes. Axis units are the same as for Figure 4. Error bars represents

the standard deviation (n = 3).

The step response experiment (Figure 6.6) also shows that the CPi1 pool has the dynamic
response of a first-order plus time delay (FOPTD) system. The calibrated model was

again able to describe the first order dynamic of the CPi pool under these conditions.
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Figure 6.6 Simulated metabolites profiles and experimental NMR data for a step

response experiment. 20 pM extracellular Pi applied from 1.75h with data points

recorded every 30 minutes. Axis units are the same as for Figure 4.

With the application of a 20 uM EP1i concentration, the CPi concentration is stabilized at
approximately 0.05 mmolg*DW! 2 to 3 hours after the beginning of the step, although
variations are still observed in the experimental data after 2 hours. However, it is not
clear if these observed variations have any biological significance since the NMR
reading in these conditions has an expected error of 10 to 15%, mainly because of
manual peak integration (Rebeille et al., 1985). The effect of the step in EPi is also
observed on the PME pool which increases continuously. The total intracellular Pi

during the step response experiment is also simulated accurately by the model.
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Using the model to implement the controller for cytoplasmic Pi
The proportional-integral controller proposed in this work (Equations 6.4) has two

parameters: the proportional gain (K.) and the integral time constant (1;). There exist
various methods to determine these parameters, depending on the dynamics of the
system and the desired closed-loop response. In this work, the CPi (output variable
which 1s to be controlled) is responding to the manipulated variable (EP1) with a FOPTD
behaviour, as observed from the pulse and step response experiments. A PI controller
was thus chosen because it is adequate for the control of FOPTD systems. The PI
controller parameters can be tuned through numerous rules that are either theoretical or
empirical. In this work, a first approximation of controller parameters was done by the
direct synthesis method (see Table 6-7), which only requires the parameters of the
FOPTD system and the desired response time in closed-loop (t.). The parameters found
by direct synthesis where then optimized through a simulation of the control loop. This
simulation was performed using the calibrated metabolic model with the time sequence
of the input (EPi1) determined by the controller (equation 6.4). In this case, the simulated
values for CPi were used as measurements. The integral error (IE) criterion was used to
tune the control parameters. This criterion is defined by the integral of the absolute

value of the error (e(t) = setpoint in CPi minus simulated CPi value) as follows:

IE = [le(?)|dt 6.5



201

The minimization of the integral error is achieved by finding optimal control parameters
(K. and 7). For this application, a CPi setpoint of 0.02 mmolsgDW is used. This value
was chosen for two reasons. First, it is significantly higher than the initial value typically
measured in NMR (0.001 to 0.005 mmol CPiegDW™!), thus requiring a significant action
from the controller. Secondly, this setpoint is lower than the highest values observed
during the identification experiments (0.05 to 0.08 mmol CPiegDW™'), making sure that
the system will be operated in the range of previous experimental conditions. Operating
the system at a physiologically realistic value is important here to avoid inducing
homeostasis effects that are not described by the model. A summary of the controller

design is presented in Table 6-7.

Table 6-7 Controller design

Variable Value units
.. _1.
K 295 mmol cPlEglPrYV mMol
Process model
First order with time T 1.25 hours
delay
0 0.25 hours
Time 1nterval l?etween At 1 hours
control actions
Desired response time
of the controller T L5 hours
mMol EPie

Ke=1/[K*®+1)] 032

Controller parameters (mmol cPiegDW)"!
from direct synthesis S 125 hours
K, 0.72 mMol EPi*

Controller tuning by
IE criterion

(mmol cPiegDW)"!
T; 1.05 hours
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The IE criterion minimization through model simulations leads to a more aggressive
controller (higher K. and slightly lower t;) than what is found by direct synthesis (see
Table 6-7). This might induce oscillations in the process, but since the NMR experiment
with the controller is relatively short (6 hours, with 5 control actions), a more aggressive
controller is obtained because it reaches the setpoint faster and thus reduce the IE
criterion. The controller tuned with the parameters from IE minimization was
implemented on the NMR perfusion small-scale bioreactor (Figure 6-7). After two
control actions (t = 2.5 hours), the input to the system 1s at 22 pM EPi and CP1 reaches
the setpoint of 0.02 mmol CPiegDW™'. However the controller was not able to precisely
maintain that setpoint. The average value of CPi from 2.75 to 6 hours was at a mean
value of 0.0172 mmol CPisgDW"', thus being (on average) 14% below the setpoint.
During that phase, variations in CPi were observed in the range of 0.013 to 0.021
mmolsgDW', which is equal to 21 to 24% variations around the average value of

0.0172.
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Figure 6.7 Simulated metabolites profiles and experimental NMR data for the
application of the control algorithm with data points recorded every 30 minutes. Axis

units are the same as for Figure 4.

The model was able to predict the average concentration in CPi during the control
experiment, although the variations in the simulated CPi pool are less pronounced than
what is observed in the experimental data. It is possible that the controller design could
be improved in order to reduce variations in the CP1 pool. However, these variations are
just above the typical measurement error of the NMR in these conditions (10-15%, as
mentioned previously). A longer experiment would definitely allow a more thorough
assessment of the controller performance. However, a longer experiment could result in
P1 accumulation in the cells and induce significant Pi efflux to the extracellular medium

(Raghothama, 1999; Bieleski, 1973) or Pi allocation to pools that are not quantified by
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NMR or not included in the model. The possible efflux of Pi is a phenomenon that is not
included in the modelling and it could affect the controller performance. The simulated
profiles for the other pools (VPi, PME, ATP, ADP) were also in accordance with
experimental results, even though the data from that experiment was not used for the
model calibration. Thus, the model presented in this work 1s adequate not only for the
description of plant metabolism, but also allowed the tuning of a controller for CPi

concentration and predicted the system behaviour.

6.70 CONCLUSIONS

A dynamic metabolic model for plant cells describing the major pathways of the
primary metabolism, cells energetic state and nutrition was presented. The model was
calibrated using data from batch cultures in shake flask. /n vivo *'P NMR spectroscopy
was performed to obtain online data on phosphate related compounds and to precisely
identify parameters of phosphate and energetic metabolism. The performance of the
model at describing available experimental data was verified successfully. Using the
calibrated model, a proportional-integral controller was designed for cytoplasmic Pi
concentration, with extracellular Pi as the manipulated variable. The controller was
implemented successfully, reaching an average value in cytoplasmic Pi only 14% below
the desired setpoint. Variations of 21-24% were observed in the controlled variable,
suggesting that improvement might still be possible in the controller design or in the
experimental approach. Thus, the system used in this work (dynamic metabolic model

with NMR small-scale bioreactor) had both its advantages and limitations. The model is
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relatively complex, but can describe and predict accurately experimental results on Pi
and energy metabolism, which allowed designing an efficient control strategy. The
NMR small-scale bioreactor allows for online quantitative measurement of intracellular
pools, a prerequisite for closed-loop control, but it has very specific dynamics that might
be problematic for long-term control applications. Nevertheless, the possibility of
developing a control framework for such an important intracellular nutrient as
cytoplasmic Pi was successfully explored and the results are very promising for future
developments. The proposed system could be further used as a tool for metabolic
engineering. The ability to place the cells in a desired metabolic state regardless of
initial experimental conditions and cells sub-culture history will allow exploring new

possibilities in plant metabolic engineering.



206

6.11 REFERENCES

Balagué, C., Wilson, G., 1982. Growth and alkaloid biosynthesis by cell
suspensions of Catharanthus roseus in a chemostat under sucrose and
phosphate limiting conditions. Physiologie Végetale. 20, 515-522.

Bligny, R., Douce, R., 2001. NMR and plant metabolism. Current Opinion in
Plant Biology. 4, 191-196.

Carrari, F., Urbanczyk-Wochniak, E., Willmitzer, L., Fernie, A. R., 2003.
Engineering central metabolism in crop species: learning the system.
Metabolic Engineering. 5, 191-200.

Chen, J. Y., In vivo 31P-NMR study of phosphate metabolism for Eschscholtzia
californica using a small-scale perfused bioreactor. Département de
génie chimique, Vol. Master. Ecole polytechnique de Montréal, Montréal,
2004, pp. 131.

Cloutier, M., Perrier, M., Jolicoeur, M., 2007. Dynamic flux cartography of hairy
roots primary metabolism. Phytochemistry. 68, 2393-2404.

Cloutier, M., Bouchard-Marchand, E., Perrier, M., Jolicoeur, M., 2007. A
predictive nutritional model for plant cells and hairy roots. Biotechnology
and Bioengineering. 99, 189-200.

Dougall, D. K., Weyraugh, K. W., 1980. Growth and anthocyanin production by
carrot suspension cultures grown under chemostat conditions with
phosphate as the limiting nutrient. Biotechnology and Bioengineering. 22,
337-352.

Elkahoui, S., Smaoui, A., Zarrouk, M., Ghrir, R., Limam, F., 2004. Salt-induced
lipid changes in Catharanthus roseus cultured cell suspensions.
Phytochemistry. 65, 1911-1917.

Fiehn, O., 2006. Study of metabolic control in plants by metabolomics. In:
Plaxton, W. C., McManus, M. T., Eds.), Control of Primary metabolism in
plants. Blackwell, Malden, pp. 60-84.

Gamborg, O. L., Miller, R. A., Ojima, K., 1968. Nutrient requirements of
suspension cultures of soybean root cells. Experimental Cell Research.
50, 151-158.



207

Giersch, C., 2000. Mathematical modelling of metabolism. Current Opinion in
Plant Biology. 3, 249-253.

Gmati, D., Chen, J., Jolicoeur, M., 2005. Development of a small-scale
bioreactor: Application to in vivo NMR measurement. Biotechnology and
Bioengineering. 89, 138-147.

Huber, S. C., Huber, J. L., McMichael, R. W., 1994. Control of plant enzyme
activity by reversible protein phosphorylation. International Review of
Cytology. 149, 47-98.

Hughes, E. H., Hong, S.-B., Gibson, S. I., Shanks, J. V., San, K.-Y., 2004.
Metabolic engineering of the indole pathway in Catharanthus roseus
hairy roots and increased accumulation of tryptamine and serpentine.
Metabolic Engineering. 6, 268-276.

Jenkins, H., Hardy, N., Beckmann, M., Draper, J., Smith, A. R., Taylor, J., Fiehn,
0., Goodacre, R., Bino, R. J., Hall, R., Kopka, J., Lane, G. A., Lange, B.
M., Liu, J. R., Mendes, P., Nikolau, B. J., Oliver, S. G., Paton, N. W.,
Rhee, S., Roessner-Tunali, U., Saito, K., Smedsgaard, J., Sumner, L. W.,
Wang, T., Walsh, S., Wurtele, E. S., Kell, D. B., 2004. A proposed
framework for the description of plant metabolomics experiments and
their results. Nat Biotech. 22, 1601-1606.

Kruger, N. J., Le Lay, P., Ratcliffe, R. G., 2007. Vacuolar compartmentation
complicates the steady-state analysis of glucose metabolism and forces
reappraisal of sucrose cycling in plants. Phytochemistry. 68, 2189-2196.

Lamboursain, L., St-Onge, F., Jolicoeur, M., 2002. A lab-built respirometer for
plant and animal cell culture. Biotechnology Progress. 18, 1377-1386.

Lamboursain, L., Jolicoeur, M., 2005. Critical influence of Eschscholzia
californica cells nutritional state on secondary metabolite production.
Biotechnology and Bioengineering. 91, 827-837.

Leduc, M., Tikhomiroff, C., Cloutier, M., Perrier, M., Jolicoeur, M., 2006.
Development of a kinetic metabolic model: Application to Catharanthus
roseus hairy root. Bioprocess and Biosystems Engineering. 28, 295-313.

Mauch, K., Arnold, S., Reuss, M., 1997. Dynamic sensitivity analysis for
metabolic systems. Chemical Engineering Science. 52, 2589-2598.



208

Morgan, J. A., Rhodes, D., 2002. Mathematical Modeling of Plant Metabolic
Pathways. Metabolic Engineering. 4, 80-89.

Oksman-Caldentey, K.-M., Saito, K., 2005. Integrating genomics and
metabolomics for engineering plant metabolic pathways. Current Opinion
in Biotechnology. 16, 174-179.

Plaxton, W. C., 1998. Metabolic aspects of phosphate starvation in plants. In:
Lynch, J. p., Deikman, J., Eds.), Phosphorus in Plant Biology: regulatory
roles in molecular, cellular, organismic, and ecosystem processes.
American Society of Plant Physiologists, pp. 229-241.

Poolman, M. G., Assmus, H. E., Fell, D. A, 2004. Applications of metabolic
modelling to plant metabolism. J. Exp. Bot. 55, 1177-1186.

Ratcliffe, R. G., Shachar-Hill, Y., 2006. Measuring multiple fluxes through plant
metabolic networks. Plant Journal. 45, 490-511.

Rebeille, 1985. Effect of sucrose starvation on sycamore (Acer pseudoplatanus)
cell carbohydrate and Pi status. Biochemical Journal. 226, 679-684.

Rios-Estepa, R., Lange, B. M., 2007. Experimental and mathematical
approaches to modelling plant metabolic networks. Phytochemistry. 68,
2351-2374.

Rontein, D., Dieuaide-Noubhani, M., Dufourc, E. J., Raymond, P., Rolin, D.,
2002. The metabolic architecture of plant cells: Stability of central
metabolism and flexibility of anabolic pathways during the growth cycle of
tomato cells. Journal of Biological Chemistry. 277, 43948-43960.

Sriram, G., Shanks, J. V., 2004. Improvements in metabolic flux analysis using
carbon bond labeling experiments: bondomer balancing and Boolean
function mapping. Metabolic Engineering. 6, 116-132.

Stephanopoulos, G. N., Aristidou, A. A., Nielsen, J., 1998. Metabolic
Engineering: Principles and Methodologies. Academic Press, San Diego.

Urbanczyk-Wochniak, E., Leisse, A., Roessner, U., Lytovchenko, A., Reismeier,
J., Wilimitzer, L., Fernie, A. R., 2003. Expression of a bacterial xylose
isomerase in potato tubers results in an altered hexose composition and
a consequent induction of metabolism. Plant and Cell Physiology. 44,
1359-1367.



209

van Gulik, W. M., ten Hoopen, H. J. G., Heijnen, J. J., 1993. Structured model
describing carbon and phosphate limited growth of Catharanthus roseus
plant cell suspensions in batch and chemostat culture. Biotechnology and
Bioengineering. 41, 771-780.

Wong, H.-K., Chan, H.-K., Coruzzi, G. M., Lam, H.-M., 2004. Correlation of
ASN2 Gene Expression with Ammonium Metabolism in Arabidopsis.
Plant Physiol. 134, 332-338.



210

CHAPITRE 7: APPLICATION DU MODELE
METABOLIQUE A DES CULTURES EN BIOREACTEUR

Tel que mentionné dans la revue de littérature, les cellules de plantes peuvent étre
utilisées pour produire des métabolites secondaires, dont les alcaloides font partie.
Plusieurs méthodes de cultures sont possibles afin de maximiser la productivité en
alcaloides. Nous retiendrons ici les éléments suivants : utilisation d’un agent éliciteur,
utilisation d’une phase d’extraction et la modulation du milieu de culture. Ces trois
éléments, lorsque combinés, peuvent augmenter la productivité par un facteur 100, tel
que mentionné par Shuler et Kargi (2001) pour des cellules de C. roseus. Une telle
approche a déja été présentée pour les cellules d’E. californica utilisées dans les travaux
présents. Lamboursain et Jolicoeur (2005) ont présenté des résultats de production
d’alcaloides pour des cultures en flacons avec utilisation d’un agent éliciteur, d’une
phase d’extraction et d’un milieu de production. Dans ces travaux, il a été remarqué que
la concentration intracellulaire en sucres au moment de I’élicitation était un facteur
critique pour la productivité. De plus, différents milieux de cultures ont été utilisés lors
de ces travaux et il a ét€é observé qu’un milieu pauvre en azote permettait une plus
grande accumulation de sucres intracellulaires, donc une plus grande productivité apres
élicitation. Les travaux de De Dobbeleer et al. (2006) présentent des résultats de
production d’alcaloides pour les mémes cellules, mais dans un contexte de culture en
bioréacteur. De plus, lors de ces travaux, I’extraction des alcaloides par une boucle

externe a été tentée. Cependant, cette derniére approche a résulté en une productivité
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significativement plus basse lorsque comparée a une culture avec des résines en

suspension avec les cellules.

Dans ce chapitre, des résultats de culture en bioréacteur seront analysés de maniere
systématique a 1’aide du modele métabolique présenté au chapitre 6. Le modele sera
appliqué a des cultures en bioréacteur en mode cuvée. Une premiere série de données
provenant de trois cultures cuvée sans résines extractives sera utilisée pour calibrer le
modele. Ensuite, le modele sera appliqué a une culture cuvée avec résines extractives.
Ces quatres séries de données serviront a établir un modele suffisamment précis pour
décrire la croissance, la nutrition et la productivité des cellules végétales cultivées en
bioréacteur, dans des conditions typiques de production de métabolites secondaires.
Cette approche permettra de juger si le modeéle est suffisamment précis et complet pour
décrire les liens entre la nutrition cellulaire et la productivité. Au niveau expérimental,
de tels liens sont répertoriés (voir Lamboursain et Jolicoeur, 2005 et références citées).
Puisque le modele métabolique décrit 'intégration des 3 nutriments majeurs (P1i, azote,
glucose) et les voies menant au métabolisme secondaire, il pourra servir d’outil
analytique pour quantifier, avec une approche intégrative, ces liens entre nutrition et

productivité.

Le modéle sera ensuite utilisé pour identifier des cibles potentielles d’amélioration du
bioprocédé. Pour ce faire, une analyse de sensibilité dynamique sera effectuée. Cette

approche permettra d’identifier les parametres physiologiques critiques pour
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I’établissement d’une stratégie de culture. Finalement, une stratégie de culture
prometteuse (selon [’analyse de sensibilit¢é dynamique) sera retenue et implantée

expérimentalement.

7.1 Cultures en bioréacteur opérées en mode cuvée

Des cultures en bioréacteur opérées en mode cuvée ont été réalisées. Le systeme utilisé
est décrit au chapitre 3, ainsi que les méthodes analytiques utilisées pour obtenir des

données nutritionnelles et métaboliques.

Dans un premier temps, trois cultures en bioréacteur opérées en mode cuvée ont été
ajoutée apres 4 jours de culture. La solution d’élicitation est du milieu BS contenant 20
gL' de chitine pour une concentration finale de 3,3 g°L"' dans le bioréacteur. Des
échantillons ont été prélevés quotidiennement pendant 11 jours, sauf pour la premiére
journée (2 échantillons) et pour la 4° journée (échantillonnage avant et apres élicitation).
Tel que le montrent les résultats de culture (Figure 7.3), I’élicitation a stimulé la
productivité en alcaloides. Cependant, aucune phase d’extraction n’était utilisée, ce qui
fait que la production totale s’est avérée relativement faible (0,01 mmol/gDW ou 3,5
mg/gDW). Les échantillons d’une des cultures ont également été analysés par RMN in
vivo pour obtenir des données quantitatives sur les bassins de Pi (cytoplasme et
vacuole), les navettes énergétiques (ATP et ADP) ainsi que sur les phosphomonoesters

(glucose-6-P, fructose-6-P). Ces données sont inclues dans la Figure 7.4. La méthode
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RMN pour obtenir ces données est décrite a la section 3.3 ainsi qu’au chapitre 6, section

6.8.

Une culture avec une phase extractive (60 geL' de résine polymérique Amberlite
XAD-7) a également été réalisée avec les mémes parametres que pour la culture cuvée
décrite précédemment. La seule différence était la présence de la phase extractive.
Puisque les alcaloides sont des molécules toxiques, leur séquestration par les résines est
connue pour stimuler la production et a permis d’obtenir une production spécifique

environ 10 fois plus élevée : 0,1 mmol/gDW, ou 35 mg/gDW (Figure 7.4).

Bien que ce protocole de culture ne soit pas nécessairement optimal, il concorde trés
bien avec ce qui est rapporté dans la littérature (Shuler et Kargi, 2001; Lamboursain et
Jolicoeur, 2005). Il servira donc de base pour établir une stratégie de culture plus
¢laborée dans une optique d’optimisation de la production d’alcaloides. Afin d’arriver a
cette stratégie de culture, le modéle métabolique dynamique a été appliqué aux cultures

en bioréacteur.

7.1.1 Mesures d’activités enzymatiques
Des échantillons de la culture cuvée avec résines ont également été utilisés pour mesurer

Iactivité de certaines enzymes du métabolisme primaire. Le protocole de mesure est
décrit a la section 3.3. Les échantillons prélevés aux jours 4, 6 et 9 de la culture ont été

analysés. Ces analyses ont permis d’observer une plus grande activation des hexokinases



214

en présence de glucose extracellulaire. Puisque ceci peut avoir des implications sur la
description de la régulation métabolique par le mode¢le, une expérience de limitation en
glucose suivi d’un échelon sur la concentration extracellulaire en glucose a été
¢galement réalisée. Les mesures ainsi obtenues suggerent bien une activation des
hexokinases en présence de glucose extracellulaire. Ces résultats et leur implication sur

la modélisation sont présentés a la section 7.2.

7.2 Application du modeéle métabolique aux cultures en
bioréacteur
Le modeéle utilis€ pour décrire les cultures en bioréacteur est basé sur celui décrit au

chapitre 6 (Figure 6.1). Puisque le modéle a légérement été modifié, les équations
stoechiométriques et cinétiques, ainsi que les parametres cinétiques (Vmax, Km et

paramétres de régulation) sont énumérés en Annexe B.

7.2.1 Production de métabolites secondaires
Puisque des mesures d’alcaloides totaux ont été effectuées sur les cultures en

bioréacteur, le pool simulé d’alcaloides totaux sera comparé avec des données
expérimentales pour les alcaloides totaux (voir section 3.4). Les cultures ont été élicitées
avec de la chitine, I’effet de cet activateur a donc été ajouté dans la réaction de
biosynthése des alcaloides (réaction 6, Tableau 2 en Annexe B). En I’absence de résines,
les alcaloides s’accumulent rapidement et inhibent la production. Ce phénoméne est

inclus dans la réaction 6 du modéle (Tableau 2, Annexe B). En présence de résines
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extractives, cet effet d’inhibition a été supprimé, puisque I’on suppose que les résines en
suspension peuvent extraire les alcaloides plus rapidement que le taux de sécrétion par
les cellules (voir Klavana et al., 2005 pour une analyse plus approfondie de ce
phénomene). Les processus de sécrétion des alcaloides et d’adsorption sur les résines ne
sont pas inclus dans le modele, donc le bassin d’alcaloides (ALK, Figure 6.1) n’est pas
physiquement situé dans ’espace intracellulaire. Ce bassin représente simplement la
quantité totale d’alcaloides a avoir été produite par unité de masse cellulaire (mmol
d’alcaloides par gDW), peu importe que ces alcaloides soient dans les cellules, le milieu
ou dans la phase extractive. Ce bassin simulé d’alcaloides totaux sera donc comparé
avec des mesures expérimentales d’alcaloides totaux (intracellulaire + extracellulaire +
contenu des résines). Donc, méme si la description physique du bassin d’alcaloides
totaux n’est pas compléte, la comparaison entre les données expérimentales et les
simulations se fera de maniére rigoureuse. Les voies du métabolisme secondaire ne sont
pas décrites en détail ici puisque le but des présents travaux n’est pas d’optimiser ces
voies, mais bien de décrire et comprendre les liens entre le métabolisme primaire et la
production globale d’alcaloides. 1l n’est donc pas nécessaire, ici, de décrire précisément
comment les alcaloides sont distribués dans les différents bassins (voir Figure 2.6 :
sanguinarine, macarpine, chélélutine, chélirubine, chélérytrine). Une description plus
€laborée de ces voies, ainsi que 1’incorporation des phénomenes de sécrétion pourraient
étre envisageables lors de travaux futurs. Ceci pourrait permettre de mieux comprendre
certains phénoménes, comme les dynamiques d’inhibition des voies du métabolisme

secondaire ou I’effet d’une phase extractive sur ces voies.
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7.2.2 Mesures d’activité enzymatique et détection de glucose
Les cellules ont des mécanismes de détection du glucose (‘glucose sensing’, Rolland et

al., 2001; Lalonde et al., 1999). La détection du glucose par les cellules de plantes leur
permet de moduler les voies du métabolisme pour utiliser plus efficacement les
ressources en glucides. Cette régulation peut se faire au niveau génétique, mais
également au niveau de ’activation enzymatique (Avonce et al., 2005). La premiére
étape enzymatique de la glycolyse (glucokinase) est impliquée dans ce phénomene de
détection de glucose (Avonce et al., 2005), tout comme les transporteurs de glucose
(Lalonde et al., 1999). Lors des cultures cuvées en bioréacteur, le glucose était épuisé€ du
milieu extracellulaire aprés 7 jours (voir Figures 7.3 et 7.4). Puisque les cultures
duraient 11 jours, les cellules fonctionnaient pendant 4 jours dans un environnement
sans glucose. Ceci induira fort probablement des phénoménes de régulation qui
changeront le comportement métabolique des cellules. L’activité enzymatique des
hexokinases a donc été mesurée sur des échantillons d’un des triplicatas de la culture

cuvée €licitée sans résines. La Figure 7.1 présente ces résultats :
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Figure 7.1 Activité des hexokinases durant une culture cuvée. Les données de la culture
d’ou proviennent les échantillons sont présentées a la Figure 7.3. Les barres d’erreurs

représentent 1’écart-type sur la répétition de 1’essai enzymatique (n=3).

On remarque donc que ’activité de la GK est significativement réduite entre le 3° et le
6° jour de culture et que ’activité FK diminue, mais seulement pour le 9° jour de culture.
La réduction d’activité des HK n’est pas ici nécessairement due a 1’épuisement du
glucose extracellulaire. Aprés le 6° jour de culture, les cellules entraient en phase
stationnaire, ce qui peut évidemment avoir un impact au niveau du fonctionnement
cellulaire. Une autre expérience a donc été tentée pour confirmer si la modification de
’activité de la GK pouvait bien étre due a un phénomene de détection de glucose. Une
observation de ce potentiel phénoméne de détection de glucose a donc été réalisée en

mesurant D’activité enzymatique des hexokinases dans des conditions avec et sans
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glucose. Afin de détecter la régulation fine (d’ordre biochimique et non d’ordre

génétique), ’expérience suivante a été réalisée :

Culture des cellules en bioréacteur sur un milieu sans glucose pendant 4 jours

avec échantillonnage quotidien

e Ajout ponctuel et rapide de milieu contenant du glucose pour atteindre une
concentration de 5 gL' (échelon de 0 4 5 geL™! sur le glucose)

° Echantillonnage rapide apres 1’ajout de glucose (10 échantillons en 100 minutes)

e Mesure de I’activité des hexokinases sur 3 échantillons

o avant I’ajout de glucose (2 jours avant)

o 1 heure aprés I’ajout

o 2 jours apres I’ajout

La culture en bioréacteur a donc été effectuée avec le systéme et les conditions décrites
a la section 3.2. Le milieu utilisé (B5, Annexe A) est le méme que pour toutes les autres
cultures, a la différence qu’il ne contenait pas de glucose initialement. Les cellules sont
gardées en culture durant 4 jours dans ces conditions limitantes afin de s’assurer que les
réserves intracellulaires de glucose seront bien épuisées lors de I’ajout. Les échantillons
sont prélevés tel que décrit a la section 3.2. L’activité des hexokinases a été mesurée tel

que décrit a la section 3.3. La Figure 7.2 présente les résultats de cette expérience :
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Figure 7.2 Activité des hexokinases lors de I’application d’un échelon sur le glucose
extracellulaire. Les cellules sont cultivées sur un milieu sans glucose et la concentration
est augmentée a SgeL' aprés 4 jours de cultures. L’échantillon a t = 4,05 jours est
prélevé 1 heure apres ’ajout de glucose. Les barres d’erreurs représentent 1’écart-type

sur la répétition de ’essai enzymatique (n=3).

On observe donc que I’activité des hexokinases est affectée significativement par la
limitation en glucose. L’activité mesurée pour la GK aprés deux jours de culture sur un
milieu sans glucose est 88% plus faible que la valeur moyenne mesurée pour la culture
cuvée sur un milieu avec glucose (moyenne des trois points de la Figure 7.1). Pour la
FK, T’activité mesurée en conditions de limitation de glucose est 91% inférieure a la
valeur moyenne pour la culture cuvée (moyenne des trois points de la Figure 7.1). Apres
I’ajout de glucose, on observe une augmentation significative de I’activité mesurée des

hexokinases. L’activité¢ de la GK augmente par un facteur de 2,4 et celle de la FK, par
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un facteur de 31. Etrangement, Pactivité de la FK aprés I’ajout de glucose est méme
supérieure aux valeurs mesurées pour la culture cuvée sur un milieu avec glucose.
Cependant, pour I’expérience de limitation, on remarque que I’activité de la GK apreés
ajout de glucose (Figure 7.2) ne revient pas au méme niveau que pour la culture cuvée
avec glucose. Deux jours apres I’ajout de glucose (Figure 7.2), Pactivité de la GK est
71% inférieure a 'activité moyenne mesurée pour la culture cuvée (Figure 7.1). Ce
résultat pourrait suggérer que 1’on observe ici autant de la régulation fine (activation
rapide en présence de glucose) que de la régulation génétique (désactivation a long

terme des hexokinases en absence de glucose).

Suite a ces observations, la réaction de la glucokinase du modéle métabolique (Tableau
B-3, réaction 1) et la réaction de la fructokinase (Tableau B-3, réaction 2) ont donc été
modifiées pour inclure cette capacité de régulation en présence de glucose
extracellulaire. Cette observation d’activation et de désactivation des hexokinases par la
mesure d’activité enzymatique permet donc d’ajuster et d’améliorer notre description de
la régulation métabolique par le modele. Lors des expériences de mesures d’activités
enzymatiques, d’autres enzymes que les hexokinases ont également été analysées. Ces
valeurs sont présentées a I’Annexe D (Tableau D-1). En guise de comparaison, les Vi
obtenus par la calibration du mode¢le ainsi que les valeurs de flux simulés (v) sont
également présentées au Tableau D-1. Les v, du modéle représentent une abstraction
du taux de réaction maximal des enzymes décrites par le modéle. Cependant, la

description de la régulation et les conditions in vivo font en sorte que 1’on peut
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s’attendre a observer des différences entre les vmax Ou les flux simulés du modele et les
activités mesurées in virro. Ces mesures pourront cependant étre utilisées lors de travaux
futurs pour améliorer la description de la régulation métabolique. Tel que vu pour les
hexokinases, cette approche semble trés prometteuse pour améliorer la description de la
régulation métabolique par le modele. Au Tableau D-1, on remarque que le vm., du
modele pour la glucokinase se rapproche beaucoup des mesures d’activité enzymatique.
La glucokinase est également 1'une des réactions du modéle pour laquelle 1’équation
cinétique est la plus élaborée puisque des observations en RMN in vivo ont également

¢té utilisées pour en améliorer la régulation (voir chapitre 6).

7.2.3 Modifications apportées au modéle
Structurellement, seules les réactions 6 (biosynthése d’alcaloides, Tableau B-2, réaction

6) ainsi que les hexokinases (Tableau B-2, réactions 1 et 2) ont nécessité des
changements mineurs. Les autres réactions du modele sont donc identiques au modéle
présenté au chapitre 6. Les parametres cinétiques des réactions ont été légeérement
modifiés par rapport au modele présenté au chapitre 6. Bien que les mémes cellules
furent utilisées, les données de culture ont été obtenues dans un contexte expérimental
différent (cultures élicitées en bioréacteur versus cultures non élicitées en flacons
Erlenmeyer). Bien qu’une des 4 cultures en bioréacteur ait été effectuée avec une résine
extractive, il est possible de décrire les cultures avec un méme modéle. Globalement,
une augmentation de la productivité en alcaloides, méme par un facteur 10, n’aura pas

une incidence énorme au niveau métabolique puisque les alcaloides représentent
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respectivement 0,35% et 3,5% de la masse cellulaire (3,5 et 35 mgegDW™") dans les

cultures sans résines et avec résines.

7.2.4 Résultats
La Figure 7.3 présente les résultats (expérimentaux et simulations) pour la culture en

bioréacteur cuvée sans phase extractive, et la Figure 7.4 présente les résultats pour la

culture cuvée avec une phase extractive.
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Figure 7.3 Culture cuvée €licitée en bioréacteur sans phase extractive. Légende en page

suivante.
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Figure 7.3 (légende) Les points représentent les résultats expérimentaux (moyenne de 3
expériences distinctes), les barres d’erreurs représentent I’écart-type (n = 3) et les lignes
(pleines et pointillées) représentent les résultats de simulation. Les unités pour les
métabolites sont en mmolegDW™', les nutriments extracellulaires sont en mM, le volume
de liquide est en L, le taux de respiration (qO2) est en mmolegDW'¢"!, le quotient
respiratoire (RQ) est adimensionnel, la biomasse est en gDW (par bioréacteur) et le taux

de croissance spécifique est en j.
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Figure 7.4 Culture cuvée €licitée en bioréacteur avec une phase extractive. Les données

proviennent d’une seule expérience (n = 1). La légende de la Figure 7.3 s’applique.
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Les résultats expérimentaux montrent que la croissance est limitée a partir du 6° jour,
autant pour la culture avec ou sans résine. La culture sans résine a atteint une
concentration en biomasse moyenne de 9,4 gDWeL" en phase stationnaire (jours 6-11).
La concentration en biomasse était 1égerement plus élevée pour la culture avec résines :
11,2 gDW+L"' en moyenne entre les jours 6 et 11. Cette valeur plus élevée pourrait
cependant étre causée par une mauvaise séparation entre la suspension et les résines.
Une mauvaise séparation ferait en sorte que la mesure de biomasse inclurait une fraction
des résines et donc serait plus élevée. La phase stationnaire est induite par un faible
niveau de nutriments (Pi et azote), mais il pourrait étre risqué d’avancer que la limitation
est uniquement due a ’'un des deux. Tel qu’observé avec la modélisation nutritionnelle
(voir chapitre 4), I’identification du nutriment limitant est souvent ardue, notamment a
cause de la variabilité des cultures et aussi parce que les proportions en nutriments sont
parfois bien équilibrées dans les milieux de culture. La simulation métabolique montre
cependant que la limitation ici est due a un faible niveau en navettes énergétiques, qui
est caus€ par une longue phase de croissance en conditions de faible Pi intracellulaire.
Ce faible niveau en navettes énergétiques est observé expérimentalement (Figure 7.3)
grice aux données obtenues en RMN in vivo. Cependant, les métabolites n’ont pas tous
été mesurés. Il serait donc possible qu’un métabolite non mesuré ou un élément du

milieu de culture (sel, gaz en solution) limite la croissance.
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Bien que la croissance soit arrétée apres 6 jours, I’activité métabolique ne cesse pas pour
autant. Les cellules peuvent utiliser leurs réserves de carbone et d’azote pour maintenir
la production en alcaloides. Ceci est particulierement visible a la Figure 7.4 ou la
biosynthése d’alcaloides se produit principalement apres le 6° jour de culture. Dans ce
cas-ci, 1l semblerait que les réserves intracellulaires de sucres, non épuisées apres 6 jours
de culture, soient canalisées, via la voie des pentoses phosphates, vers le métabolisme

secondaire (Figure 6.1, réactions 3, 5, 6 et 12).

Il est possible d’analyser plus avant les résultats de cultures et de simulations obtenus
ici. Puisque le modéle est descriptif et non purement empirique, il peut établir les liens
entre la nutrition cellulaire, les voies métaboliques et la productivité en alcaloides. On
peut donc émettre I’hypothése que le modéle serait capable de prédire les résultats pour
une culture dans des conditions (métaboliques ou nutritionnelles) légérement différentes.
Cette hypothése sur la capacité prédictive du modele a d’ailleurs €té vérifiée pour des
expériences en RMN in vivo au chapitre 6. Pour les cultures en bioréacteurs décrites ici,
nous utiliserons le modéle afin de voir si il est possible d’identifier des parametres clés

permettant d’augmenter la productivité en alcaloides.

7.3 Analyse de sensibilité dynamique sur la productivité
Divers outils ou cadres de travail existent pour analyser les réseaux métaboliques. Le

MCA en est un, mais son application reste limitée en pratique puisque 1’approche

requiert I’atteinte de régimes permanents. De plus, I’optimisation d’une culture ou d’un
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systéeme métabolique pourrait requérir des variations de parameétres considérables, alors

que le MCA est limité a de faibles changements de paramétres (Kascer et Burns, 1973).

Puisque le modele utilisé ici est tout simplement un systéme réactionnel avec des
cinétiques définies, 1l est possible de faire une analyse de sensibilité sur les paramétres
de ce systeme. Tel que vu au chapitre 4, une analyse de sensibilité pour un modéle
cinétique peut simplement consister a mesurer une variation de I’erreur de prédiction
suite @ un changement de parameétre. Ceci permet d’identifier les paramétres sensibles
du modele (i.e. les parametre qui, lorsque modifiés, induisent des variations dans le
comportement du modele). Cette approche n’indique toutefois pas si une variation de
parametre serait souhaitable ou non pour optimiser une variable du systéme (croissance
ou productivité). De plus, une telle analyse ne donne aucune indication sur les propriétés
dynamiques du systeme a I’étude. Idéalement, nous chercherons a définir un cadre de
travail permettant d’estimer, dans le temps, la variation de la productivité des cellules en
alcaloides suite a un changement de parameétre du systéme. Ceci permettra d’identifier
comment une modification sur le systeme (niveau enzymatique ou condition de culture)
aura des répercussions sur la productivité et ce, sans avoir a définir un intervalle de
temps qui serait inévitablement arbitraire. En effet, si I’on prend comme référence la
productivité aprés un certain temps, par exemple, aprés 10 jours de culture, il est
possible d’arriver a des conclusions erronées. Par exemple, une modification du systéme
pourrait avoir un effet néfaste sur la productivité aprés 10 jours, mais un effet

globalement positif si on cultive les cellules quelques jours de plus.
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On retrouve dans la littérature quelques exemples d’analyse de sensibilité pour les
systemes métaboliques. Une approche retiendra cependant notre attention ici : 1’analyse
de sensibilité dynamique. Cette approche consiste & mettre au point une fonction objectif
(productivité, croissance etc.) et de voir comment cette fonction peut évoluer dans le
temps. Cette approche est relativement facile 4 implémenter dans le cas présent puisque
le modele décrit toutes les variables d’état du systéme dans le temps. De plus, cette
approche s’aveére performante pour les systémes métaboliques dynamiques. Tel
qu’observé (sur le métabolisme de E. coli) par Radakrishnan et al. (2002), I'utilisation
d’une fonction objectif dynamique permet une meilleure prédiction des propriétés du
systeme qu’une fonction objectif évaluce a un temps fixe. De plus, tel que mentionné au
chapitre 2, le probleme d’optimisation de la productivité des cellules végétales est un
probleme pour lequel les dynamiques de culture et les dynamiques intracellulaires sont
extrémement importantes. Une analyse de sensibilité dynamique sur le modéle permettra
donc de mieux cerner ces phénomeénes, puisque le modele décrit bien les dynamiques du

systeme.

7.3.1 Fonctions objectif pour le métabolisme végétal
Une analyse de sensibilité dynamique sur le métabolisme des racines de C. roseus a déja

été établie par Cloutier et al. (2007). Cette analyse a été réalisée en utilisant le modéle
présenté au chapitre 5. Dans ce cas-ci, la fonction objectif analysée était le potentiel de

production des racines. Cette fonction avait été définie comme étant la somme des
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concentrations en précurseurs (tryptamine et sécologanine) et des flux de production de

précurseurs :

P(t) = W e SEC(t)+ Wy @ TRY(t)+ wy .VTRY(t)+ Wy ‘VSEC(I) 7.1

ou SEC(t) et TRY(t) sont les concentrations en précurseurs et vry(t) et vsec(t) sont les
flux de production de ces précurseurs. Chaque terme est pondéré par un poids (w;) afin
de placer les 4 facteurs (2 flux et 2 concentrations) sur un méme ordre de grandeur. La
variation de cette fonction dans le temps suite & un changement de parametre (Vmax OU
condition de culture) avait permis d’analyser la sensibilité¢ du potentiel de production.
Cette analyse avait permis de conclure que le maintient des réserves intracellulaires en
glucides était un facteur important dans le maintient du potentiel de production (Cloutier
et al., 2007), ce qui est en accord avec les résultats expérimentaux obtenus par

Lamboursain et Jolicoeur (2005).

Avec les résultats de simulation obtenus présentés dans ce chapitre, il est possible
d’établir une fonction objectif & optimiser pour le métabolisme des cellules d’E.
californica. Puisque la production spécifique d’alcaloides totaux (mmolegDW™) est bien
définie par le modele (voir les Figures 7.3 et 7.4), on peut simplement utiliser cette

production spécifique comme fonction objectif :

P(t)= ALK () 7.2
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Puisque la fonction contient un seul terme, il est inutile de le pondérer. Nous prendrons
la simulation présentée a la Figure 7.4 comme référence, puisque cette culture représente
le systtme (expérimental) que nous voulons optimiser. Le profil temporel de cette
fonction peut donc étre analysé suite a un changement de parametre du modeéle ou suite
a un changement de condition de culture. Pour ce qui est des parametres, nous
¢tudierons des changements de niveaux enzymatiques (Vmax). Les constantes d’affinités
ne seront pas étudiées puisqu’il est beaucoup plus aisé, en ingénierie cellulaire, de
modifier les niveaux enzymatiques que de modifier les constantes d’affinités d’un
systéme métabolique. Pour les conditions de culture, notre intérét se portera sur la
composition du milieu de culture, un facteur toujours important dans 1’établissement
d’une culture optimale. La possibilité de maintenir les concentrations intracellulaires en
nutriments a des niveaux stables durant la culture sera également étudiée. Tel que
démontré au chapitre 6 pour le Pi cytoplasmique, il semble étre possible, avec une
approche adéquate, de maintenir un niveau intracellulaire constant en nutriments. Il sera
donc intéressant de voir comment cette stabilisation des concentrations intracellulaires

pourrait affecter la productivité.

7.3.2 Considérations pratiques pour I’analyse de sensibilité
Avant de présenter les résultats de I’analyse de sensibilité dynamique, quelques

éléments doivent étre mentionnés. Premiérement, I’analyse de sensibilité porte sur la

production spécifique d’alcaloides par les cellules (mmolegDW™') et non sur la
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productivité¢ totale d’un bioréacteur, productivité qui pourrait étre exprimée en
mmol*L'*h"' pour inclure des considérations temporelles et économiques dans
I’optimisation du bioprocédé. Cependant, le but de cette étude n’est pas d’optimiser, au
sens économique, le bioprocédé puisque celui-ci n’est pas a I’échelle industrielle. La
présente étude vise plutdt & montrer comment un modéle descriptif peut étre utilisé pour
mettre au point un bioprocédé de maniére rationnelle. En ce sens, 1’outil développé dans
les présents travaux (analyse de sensibilité dynamique sur un modele métabolique) se
veut le plus générique possible, afin de permettre son application a d’autres systemes. Il
sera donc aisé d’appliquer ’approche présentée ici, que ce soit pour d’autres cellules,
d’autres conditions de cultures ou pour la production d’une biomolécule autre que les

alcaloides.

De plus, il importe de préciser un paramétre important, soit I’intervalle de temps sur
lequel I’analyse de sensibilité dynamique sera effectuée. Dans des conditions idéales, on
pourrait faire une analyse de sensibilité sur un intervalle de temps le plus long possible,
par exemple 4 ou 5 fois le temps de sous-culture des cellules (10 jours). Cependant, en
pratique, il est trés peu aisé de garder les cellules en culture aussi longtemps, notamment
a cause d’une mortalité cellulaire importante lorsque le milieu de culture est épuisé. De
plus, il est peu probable qu’un protocole de culture trop long (par rapport a une culture
cuvée) soit profitable, notamment parce que les alcaloides sont des molécules
relativement fragiles. Méme avec des résines pour séquestrer les alcaloides, une culture

en bioréacteur plus longue expose forcément le produit a des conditions difficiles. Une
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approche en régime permanent permettrait de s’affranchif d’un intervalle de temps,
forcément arbitraire, dans 1’analyse de sensibilité. Au niveau expérimental, un systéme
de culture permettant un régime permanent serait toutefois nécessaire. Une autre
possibilité consisterait a inclure dans le modele tous les phénomeénes qui peuvent
affecter négativement le bioprocédé (mortalité cellulaire, dégradation du produit etc.).
Un tel modele pourrait éventuellement étre utilisé pour prédire un temps de culture
optimal. Actuellement, le modéle n’inclut pas de tels phénomenes. Il a donc été décidé,
pour des raisons pratiques, de limiter I’analyse de sensibilité dynamique a un intervalle
de temps réalisable en culture, soit 15 jours. Cet intervalle est légérement plus long que
la durée des cultures utilisées pour calibrer le modele (11 jours), il faudra donc user de
prudence dans ’analyse des résultats. En effet, méme si le modéle décrit bien les
phénomenes se produisant durant les 11 premiers jours de culture, rien n’assure que les
prédictions au-dela du 11° jour seront aussi précises. Donc, lors de 1’analyse de
sensibilité, il faudra toujours garder en mémoire ces éléments. Méme s’1l serait possible,
par la simple description mathématique des voies métaboliques, d’obtenir une
productivité trés élevée (par exemple en alimentant de maniére considérable et continue
du milieu frais au bioréacteur) ceci ne garantirait pas la faisabilité et donc 1’optimalité,
d’une telle approche. L’analyse de sensibilité dynamique présentée ici a donc été
produite dans une optique d’implantation expérimentale. Les changements de
parametres et de conditions de culture ont donc €té effectués dans cette optique. La
Figure 7.5 présente le profil de production spécifique d’alcaloides totaux que I’on

utilisera comme base de comparaison pour I’analyse de sensibilité.
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Figure 7.5 Profil de production spécifique simulé pour la culture cuvée avec résines

extractives. Les points représentent également les valeurs simulées et sont ajoutés pour

identification future des différents profils. Ce profil est le méme que le résultat de

simulation de la Figure 7.4.

On observe une stabilisation de la concentration spécifique en alcaloides totaux apres le
12° jour, ce qui laisse supposer I’épuisement d’un des éléments nécessaires a leur
biosynthese. Au vu des résultats de simulation de la culture cuvée élicitée avec résines
(voir Figure 7.4), on pourrait avancer I’hypothése que la voie des pentoses phosphates et
la voie des acides shikimiques, qui fournissent les squelettes carbon€s pour les
alcaloides, sont en cause ici. Les concentrations (simulées) des intermédiaires de ces
voies (R5P, E4P, CHO) sont relativement faibles a la fin de la culture (Figure 7.4).

L’aspect dynamique de ce phénomeéne est trés important. Aprés le 6° jour de culture,
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deux phénomeénes majeurs se produisent : un épuisement du glucose extracellulaire, qui
est la cause d’un épuisement des ressources intracellulaires quelques jours plus tard et
on observe également une diminution des navettes énergétiques (ATP + ADP) apres le
6° jour de culture, diminution qui est due a une limitation en Pi. Puisque I’ATP est
nécessaire pour convertir le GLC en G6P, une diminution de la concentration en ATP
jumelée a une limitation en sucres peut limiter le flux entrant de G6P et par le fait méme
causer, ultimement, un épuisement des voies métaboliques menant a la production des
alcaloides. Le modele permet ici de bien intégrer les différentes dynamiques et les
phénomenes qui peuvent contribuer a limiter la productivité. Une analyse expérimentale
plus élaborée des intermédiaires métaboliques et des flux serait cependant nécessaire

pour confirmer ces observations.

7.3.3 Sensibilité des paramétres métaboliques
Toutes les réactions du modéle métabolique ont été soumises, successivement, a des

variations de Vmax de +50% et -50%. Les profils de production résultants (46 x 2 = 92
profils de production) ont été analysés par rapport a la courbe de référence de la Figure
7.5. Par soucis de concision, seules les variations de vm. causant les plus hautes
variations de productivité (10% et plus) sont présentées ici. La Figure 7.6 présente les
profils de production suite a des changements (+ et - 50%) sur les enzymes reliées a
I’intégration du GLC. La simulation de référence de la Figure 7.5 est également

présentée pour fins de comparaison.
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Figure 7.6 Sensibilité des voies reliées a I’intégration du GLC. V(1) : GK; Vimax(14) :
PGI; vinax(31) : transporteur de glucose.

On remarque que la réaction 1 (phosphorylation du GLC par la glucokinase) a un effet
négatif sur la productivité. Une augmentation de cet enzyme cause un ralentissement de
la productivité, bien qu’au 15° jour, la production spécifique finisse par rattraper la
simulation de référence. Une diminution des hexokinases induit une augmentation de
44% de la production spécifique. Ceci peut sembler contradictoire, puisque le G6P
alimente les voies menant aux alcaloides, mais I’aspect dynamique du probléme entre
probablement en compte ici. Puisque les réserves de glucose (milieu de culture +
réserves intracellulaires) ne sont pas infinies, leur canalisation plus rapide par les
hexokinases permet peut-étre tout simplement de canaliser les sucres plus rapidement
vers la glycolyse, au détriment de la voie des pentoses phosphates. Lorsque les cellules

entrent en phase de production (aprés le 4° jour) elles ont donc moins de ressources
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carbonées puisque celles-ci ont déja été utilisées. Le méme raisonnement semble
applicable a la voie 14 (conversion du G6P en F6P). Le transport des sucres du milieu
extracellulaire au milieu intracellulaire (voie 31) présente un comportement intéressant.
Autant ’augmentation que la diminution de vm.(31) permettent d’augmenter la
productivité spécifique dans le temps, bien que 1’effet soit moins marqué au bout des 15
jours de simulation. D un c6té, une augmentation du transport permet une augmentation
des réserves intracellulaires de GLC (sans que celles-ci soient nécessairement canalisées
vers la glycolyse), mais de 1’autre, une diminution du transport permet peut-étre de
maintenir les réserves intracellulaires plus longtemps (en épuisant le milieu de culture
moins rapidement). De plus, il est possible qu’une diminution du transporteur de glucose
induise simplement une concentration plus basse en glucose intracellulaire et donc
moins de stockage sous forme d’amidon (un phénomeéne inclus dans le modéle). Ceci
pourrait expliquer en partie le résultat observé. Tel qu’observé expérimentalement par
Lamboursain et Jolicoeur (2005) ainsi que pour une analyse semblable sur C. roseus
(Cloutier et al., 2007), il semblerait que la gestion des réserves de GLC soit un
phénoméne important pour expliquer la capacité de production en métabolites
secondaires. Ce phénomene est donc observé également pour des cultures d’FE.
californica en bioréacteur. La Figure 7.7 présente les résultats d’analyse de sensibilité
dynamique pour des changements sur les enzymes reliées aux autres nutriments.
L’assimilation de I’azote vers les acides aminés (voies 10 et 36), I’assimilation du Pi en
nucléotides (voie 22) et ’assimilation de 1’02 (voie 41) retiennent particuliérement

notre attention.
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Figure 7.7 Sensibilités des voies reliées a ’intégration des nutriments

Premi¢rement, on remarque qu’une diminution de 50% du vm. des réactions qui
intégrent a I’azote ou au Pi ont un effet seulement temporaire sur la productivité. Bien
qu’on observe des variations importantes pour ces parameétres, aprés les 15 jours de
simulation, les systémes perturbés ont une production spécifique a peine de 5 a 15%
inférieure a la simulation de référence. Une augmentation des v.x pour les enzymes
reliées a I'intégration des nutriments induit une légere augmentation de la production
spécifique (entre 0 et 20% d’augmentation aprés 15 jours), mais cette augmentation

s’observe essentiellement a la fin de la période a I’étude (aprés 12 jours).
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Finalement, un dernier ensemble de réactions retiendra notre attention : la voie des
pentose phosphate, des acides shikimiques et la synthese des alcaloides (réactions 3, 5, 6
et 12). Les résultats pour la production d’alcaloides suite a des changements de + ou -

50% pour les v de ces voies sont présentés a la Figure 7.8.
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Figure 7.8 Sensibilités des voies reliées a la production d’alcaloides

La stimulation de ces voies augmente la production spécifique de seulement 7-8% apres
15 jours, bien que la concentration spécifique en produit soit constamment supérieure a
celle de la courbe de référence au cours de la période simulée. Cette incapacité a
augmenter la productivité en stimulant une a une les enzymes menant aux alcaloides
indique que le flux global pour cette cette voie est probablement régulé par un autre

facteur (navettes énergétiques, cofacteurs etc.) que les vitesses de réaction maximales.
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De plus, une augmentation des vitesses de réactions ne permettra pas nécessairement
d’obtenir plus de produit, puisque les cellules épuisent le milieu de culture (voir Figures
7.3 et 7.4). Par exemple, une augmentation de 50% du vm.« de la réaction 6 (synthése
d’alcaloides), permet d’obtenir une productivité 30% supérieure a la trajectoire de
référence aprés 7,5 jours, mais cet effet est presque complétement estompé apres 15
jours. Donc, méme si on permet aux cellules de canaliser plus rapidement leurs
ressources vers les alcaloides, ceci ne garantit pas un gain en bout de ligne puisque les
réserves sur lesquelles les cellules s’alimentent (intracellulaires et extracellulaires) sont
probablement épuisées plus rapidement. La diminution de 50% des vm.x dans ce cas

méne a des diminutions de la productivité de I’ordre de 13 a 25% apres 15 jours.

Il semblerait donc, au vu de ces résultats, qu'une approche de génie génétique dirigée
vers une augmentation des voies reliées au métabolisme du carbone ou des alcaloides
pourrait permettre d’augmenter la production spécifique d’alcaloides par E. californica.
Le résultat le plus prometteur a ce chapitre serait une diminution de I’expression des
hexokinases (44% d’augmentation de la productivité aprés 15 jours). Une confirmation
expérimentale de cette prédiction du modéle serait nécessaire avant de pousser 1’analyse
plus loin. Une analyse plus approfondie serait également intéressante, par exemple en
modifiant simultanément les niveaux enzymatiques de plusieurs réactions. Cependant,
ceci nous ¢loignerait encore plus des conditions pour lesquelles le modele a été calibré,

donc les résultats seraient peut-étre moins fiables. Mais il est fort probable que le
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modéle serait suffisamment performant pour, & tout le moins, guider des travaux

d’ingénierie cellulaire en diminuant le nombre d’expériences a réaliser.

7.3.4 Sensibilité a la composition du milieu de culture
Lors de I’établissement de conditions de culture, il est relativement facile d’optimiser la

composition du milieu de culture. Le milieu utilisé dans les expériences en bioréacteur
est un milieu B5 supplémenté de 30 geL' de glucose. Ce milieu est relativement bien
balancé en nutriments et permet une bonne croissance des cellules. Cependant, rien
n’indique que ce milieu soit optimal pour stimuler la productivité. Tel que relevé par
Lamboursain et Jolicoeur (2005), la littérature est contradictoire sur I’effet que peut
avoir un composant du milieu de culture sur la productivité. Ces résultats contradictoires
peuvent étre dus a une combinaison de plusieurs facteurs : identité¢ du nutriment limitant,

accumulation de nutriments par les cellules ou dynamique de culture.

Afin de mieux cerner cette problématique, ’analyse de sensibilité dynamique a été
appliquée aux composants majeurs du milieu de culture : glucose, azote (NO;™ - NH,") et
Pi. Les résultats sont toujours comparés a la simulation de référence. De plus, la
sensibilité a été testée pour des changements de 10, 25 et 50% des concentrations par
rapport a la composition du milieu BS standard (Annexe A). La Figure 7.9 présente ces

résultats.
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Figure 7.9 Sensibilité a la composition du milieu de culture

La production spécifique est affectée par certaines variations des composants du milieu
de culture. Une augmentation du glucose améne une augmentation de la concentration
spécifique en alcaloides, mais seulement entre le 7¢ et le 10° jour de culture ou apres 12
jours de culture (+24% apres 15 jours). Fait intéressant, une augmentation de 10% du
glucose donne pratiquement la méme production qu’une augmentation de 50%. On
pourrait donc en conclure que, soit un autre €lément que le glucose limite la
productivité, soit les cellules ont des réserves suffisantes et sont peu sensibles a une
grande augmentation de glucose. Une diminution de la concentration en glucose ameéne

une diminution marquée de la production spécifique. Et il y a une distinction claire entre
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les courbes a -10, -25 et -50% de glucose, ce qui permet de conclure que la disponibilité

d’une source de carbone est cruciale pour maintenir la productivité.

Les variations de la composition en sources azote donnent des résultats plus mitigés.
Une augmentation de la concentration en azote semble stimuler la production jusqu’au
9-10° jour de culture et ensuite, la concentration en alcaloides simulée tombe sous la
courbe de référence. Une diminution de 20 ou 50% de la concentration en azote induit
un ralentissement dans la production d’alcaloides, bien qu’apres 15 jours, la productivité
dans ces deux cas soit presque revenue a la courbe de référence. Une diminution de 10%
de la composition du milieu en azote permet méme une légére augmentation de la

productivité apres 15 jours de culture.

La composition en Pi du milieu de culture affecte également la production d’alcaloides :
une diminution de la concentration en Pi permet d’augmenter la production spécifique
et, inversement, une augmentation du Pi la diminue. Comme pour le glucose, les
différents cas étudiés n’induisent pas tous des productivités divergentes. Une diminution
de 25 ou 50% du Pi donne pratiquement la méme productivité, & une valeur environ

25% supérieure par rapport a la courbe de référence.

On voit donc qu’une analyse partielle, basée sur un seul nutriment ou limitée dans le
temps peut facilement produire des résultats qui sembleraient contradictoires. Les

résultats présentés ici montrent qu’une approche intégrative basée sur une modélisation
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incluant les nutriments permet de bien analyser les aspects dynamiques d’un tel
probléme. De plus, on remarquera un point intéressant: le milieu de production
commun pour les cellules d’E. californica utilisées dans ces travaux (voir Annexe A) est
un milieu sans Pi contenant du glucose et des sources d’azote (Lamboursain et Jolicoeur,
2005; Klavana et al., 2004). Ce milieu est généralement ajouté avec I’agent éliciteur afin
de stimuler le métabolisme secondaire tout en fournissant aux cellules les nutriments
nécessaires a la production. L’analyse de sensibilit¢é dynamique nous montre
effectivement qu’une telle approche semble adéquate pour stimuler la productivité, bien

qu’il faille étre prudent avec les dynamiques de culture.

7.3.5 Etablissement d’une stratégie de culture
Tel qu’observé ici avec ’analyse de sensibilité dynamique et tel qu’observé

expérimentalement par Lamboursain et Jolicoeur (2005), il semblerait donc que la
gestion des réserves intracellulaires en glucose par les cellules soit un phénoméne
déterminant pour la productivité en métabolites secondaires. Cependant, tel qu’observé a
la Figure 7.9, une simple augmentation du glucose contenu dans le milieu de culture ne
permet pas nécessairement d’obtenir une augmentation directe et rapide de la
productivité. De méme, une augmentation des flux entrants de glucose au métabolisme
primaire (Figure 7.6) ne garantit pas non plus une augmentation directe de la
productivité, notamment parce que cela pourrait faire en sorte que les cellules épuisent

leurs réserves trop rapidement.
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I serait donc intéressant de voir comment la stabilisation des réserves intracellulaires
dans le temps pourrait affecter la productivité. Dans un premier temps, des simulations
ont été effectuées en considérant (une a une) des concentrations intracellulaires stables
en glucose, en azote (NO5 et NH,") ou en Pi. Ces simulations sont comparées a la méme
simulation de référence (Figure 7.5), simulation pour laquelle les concentrations
intracellulaires en nutriments varient beaucoup dans le temps (voir Figure 7.4). Les
concentrations intracellulaires en nutriments ont donc été stabilisées, successivement,
aux valeurs suivantes : glucose a 0,4 mmol*gDW', NO; et NH," respectivement a 0,1 et
0,04 mmolegDW™' et Pi & 0,04 mmol.gDW"'. Ces valeurs ont ét¢ choisies aprés
quelques essais (résultats de simulation non présentés) qui ont montré que la
productivité est stimulée ou inhibée pour peu que les concentrations soient suffisamment
élevées pour éviter les limitations sévéres. De plus, ces concentrations sont dans le
méme ordre de grandeur que les concentrations observées pour des cellules en
croissance, ce qui assure qu’on stabilise les cellules dans des conditions
physiologiquement réalistes. Les résultats de cette analyse sont présentés a la Figure

7.10.
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Figure 7.10 Effet de la stabilisation des nutriments intracellulaires

On remarque que le maintient des réserves intracellulaires en glucose stimule la
production (+38% aprés 15 jours) et que le maintient des réserves intracellulaires en Pi
I’inhibe (-63% aprés 15 jours). Il est d’ailleurs intéressant de noter que I’effet d’une
stabilisation du glucose est observé rapidement apres 1’€licitation (jour 4) et cet effet est
soutenu dans le temps. Dans ce cas-ci, au lieu de simplement fournir plus de glucose aux
cellules au début de la culture, on s’assure plutdt que les cellules auront des réserves
intracellulaires en tout temps, donc forcément, ces réserves seront disponibles pour la
phase de production. Le maintient des réserves en azote est plus particulier puisqu’il
stimule la productivité jusqu’au 9° jour de culture (moment auquel ’effet est méme

supérieur au maintient des réserves de glucose), mais par la suite, cet effet se résorbe et
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la production spécifique apres le 11° jour de culture est systématiquement plus basse

comparativement a la courbe de référence.

Finalement, I’analyse de sensibilit¢ dynamique a été appliquée pour des stabilisations
couplées des concentrations intracellulaires (Pi + azote, Pi + glucose et glucose + azote).
Les niveaux auxquels sont stabilisées les réserves sont les mémes que précédemment,
mais cette fois elles sont stabilisées deux par deux. Les résultats de cette analyse sont

présentés a la Figure 7.11.
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Figure 7.11 Stabilisation couplée des nutriments intracellulaires

L’effet négatif du Pi est bien démontré, puisqu’il diminue la productivité autant si on le

stabilise avec le glucose ou avec 1’azote. Cependant, le résultat le plus marquant est la
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production spécifique en alcaloides des cellules pour lesquelles on a stabilisé les
réserves intracellulaires en glucose et en azote. L’effet est plus fort que celui observé
pour la simple stabilisation des réserves de glucose. Apres 15 jours de culture, on arrive
méme a doubler la production spécifique des cellules (+116%). Dans ce cas-ci, le Pi
limite la croissance (résultats de simulations non montrés), ce qui laisse les cellules dans
des conditions favorables pour canaliser les réserves de glucose et d’azote vers la
production d’alcaloides. Bien que la production semble pouvoir continuer au dela du 15°
jour dans ces conditions, il est fort probable qu’un autre facteur (Pi, navettes
énergétiques, cofacteurs, mortalité etc.) limitera le fonctionnement cellulaire et, ainsi, la
production d’alcaloides. Toujours est-il que la stratégie de culture identifiée ici
(stabilisation des réserves intracellulaires en glucose et en azote) semble trés
prometteuse. Les résultats de simulations montrent méme que cette approche, qui
permet une augmentation de 116% de la production spécifique, serait significativement
supérieure aux approches d’ingénierie génétique (+44%) et d’optimisation du milieu de
culture (+25%). Evidemment, 1’analyse présentée ici n’est pas exhaustive et il serait
possible qu’une autre stratégie puisse donner des résultats encore plus prometteurs. On a
considéré ici une stabilisation des réserves intracellulaires, mais il est tout a fait possible
qu’un profil variable dans le temps soit envisageable pour optimiser la culture. Cette
approche serait toutefois plus ardue a implanter expérimentalement, surtout en I’absence
de mesure en ligne fiable pour les concentrations intracellulaires. Nonobstant, on
constate que le modele et 1’analyse de sensibilité dynamique permettent d’identifier

rapidement les facteurs critiques pour stimuler la productivité en métabolites
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secondaires

7.4 Implantation expérimentale
La stratégie de culture identifiée par I’analyse de sensibilité dynamique, soit le maintient

des réserves intracellulaires en glucose et en azote concorde trés bien avec la littérature
sur les milieux de production pour les cellules végétales (voir Dicosmo et al., 1995;
Lamboursain et Jolicoeur, 2005). En effet, ces milieux de production sont,
généralement, des milieux sans Pi, mais contenant du glucose et des sources d’azote.
Ces milieux fournissent donc aux cellules des réserves d’azote et de carbone, sans leur
fournir le Pi qui stimulerait la croissance. Evidemment, I’ajout de milieu de production a
une culture ne garantit pas que les réserves intracellulaires seront stabilisées, mais au
moins, en absence de Pi, les cellules seront probablement dans un état plus favorable a
une canalisation des ressources vers les voies de production que vers les voies de
croissance. L’analyse de sensibilité dynamique a cependant montré que, pour augmenter
la production, la stabilisation des ressources intracellulaires semble de loin plus
prometteuse qu’une simple modulation du milieu de culture. Cette approche permet de
tenir compte des dynamiques particulieres des cellules végétales, en fournissant les
ressources adéquates a la production, au moment ou les cellules en ont besoin, soit

durant la phase stationnaire.

Une implantation expérimentale de la stratégie optimale identifiée par 1’analyse de

sensibilité a donc été réalisée. Afin de maintenir les réserves intracellulaires en
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nutriments, il sera nécessaire d’alimenter le systéme en continu avec du milieu de
culture. Tel que vu au chapitre 6, il est possible, avec un systéme opéré en perfusion, de
maintenir un bassin intracellulaire. L’alimentation (débit et concentrations) doit
cependant étre effectuée adéquatement. Pour alimenter les cellules en continu, un
bioréacteur a perfusion de 3L a été utilisé. Ce systeme est décrit en détail a la section
3.3. Le protocole opératoire (débits, concentrations) a été précisé en utilisant les bilans

de masse et les estimations du modele métabolique cinétique.

7.4.1 Développement de la stratégie d’alimentation
Puisqu’une stabilisation des réserves intracellulaires est recherchée, il est nécessaire

d’alimenter le milieu de culture de maniére proportionnelle a la demande cellulaire
globale. Cette demande peut étre établie par le bilan sur les nutriments. La Figure 7.12

présente le diagramme d’écoulement pour ce systéme de bioréacteur.
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Figure 7.12 Diagramme d’écoulement pour le bioréacteur a perfusion

Ce bioréacteur peut étre analysé comme un systéme réactif ou la biomasse (X) agit
comme un catalyseur pour convertir les nutriments alimentés en espéces métaboliques
(especes décrites par le vecteur S) tout en produisant plus de biomasse. Tel que
mentionné précédemment, les réactions du systéme métabolique sont décrites par le
vecteur v. Dans le cas ou le bioréacteur est opéré en mode perfusion, la biomasse est
retenue dans le systéme. De plus, on peut considérer que ce bioréacteur est parfaitement
mélangé, donc que la concentration dans la sortie sera égale a la concentration dans la
phase liquide. Un bilan sur les nutriments peut nous aider a établir une stratégie de
culture adéquate pour stabiliser les concentrations intracellulaires. Pour simplifier le
probléme, nous considérerons ici un seul nutriment, soit le glucose. Ce nutriment a été

choisi pour deux raisons. Premiérement, I’analyse de sensibilité dynamique nous montre
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qu’une stabilisation des réserves de glucose est un facteur critique pour la productivité.
De plus, il a été observé expérimentalement pour les cellules de E. californica que la
concentration intracellulaire en glucose lors de 1’élicitation est ¢galement un facteur
critique pour la productivité cellulaire (Lamboursain et Jolicoeur, 2005). Il serait
possible de tenter de stabiliser simultanément les réserves de glucose et d’azote, afin
d’émuler le plus précisément possible I’approche identifiée précédemment par 1’analyse
de sensibilité (Figure 7.11), mais ceci impliquerait de modifier la composition du milieu
de culture ou d’alimenter le glucose et I’azote séparément. Une telle approche serait
probablement mieux servie par des outils de commande multivariée, ce qui n’est pas
’objet des travaux présents. De plus, si on utilise un milieu bien balancé en nutriments,
on peut supposer que la stabilisation d’une des réserves intracellulaires pourra aider au
maintient des autres réserves. Une équilibration du milieu de culture par des mesures de
composition cellulaire serait probablement une avenue intéressante a ce chapitre, tel

qu’observé par Matsubara et al. (1989).

Le bilan sur le glucose intracellulaire, tel que défini dans le modéle métabolique, s’écrit

comme suit :

Q%l;—c=v31(z)-vl(z)—GLc-y 73
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ou vs(t) est le taux de transport du glucose du milieu vers I’espace intracellulaire, v (t)
est le taux de consommation de glucose par les cellules et le terme GLCep représente la
dilution du contenu intracellulaire par la croissance. Ce terme est généralement
négligeable, mais cette hypothe¢se a tout de méme été investiguée pour les cellules
utilisées ici. Le détail de cette analyse est présenté a I’Annexe E et a permis de
confirmer que la dilution est négligeable. Le bilan sur le glucose extracellulaire va nous

permettre d’intégrer le taux de dilution dans I’analyse. Ce bilan s’écrit comme suit :

JEGLC
0t

= D(1)+ [EGLC;,, - EGLC)- v31(1)» X(1) 7.4
SiI’on pose I’hypothese que I’alimentation en glucose par la perfusion est relativement
lente par rapport au transport du glucose par les cellules, tout le glucose dans le débit
d’alimentation sera ainsi assimilé et la concentration & la sortie (EGLC) sera
négligeable. Dans ce cas, la dérivée du glucose extracellulaire peut étre considérée nulle,
puisque la concentration en EGLC sera faible et variera trés peu. Ceci nous permet de

simplifier le bilan comme suit :

v31(0)* X(2)= D(r)s EGLC,, 7.5

Les deux hypothéses susmentionnées (EGLC = 0 et OEGLC/6t = 0) ne sont pas

nécessairement vérifiées, comme le montreront les résultats de culture, mais 1’incidence
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de ces déviations ne sera pas considérable, notamment parce les deux termes que 1’on
suppose nuls (GEGLC/ot et D(t)*EGLC(t)) auront tendance & s’annuler lorsque la
concentration résiduelle en glucose extracellulaire n’est pas négligeable et cette
concentration extracellulaire en glucose tendra vers zéro (voir section 7.4.2 pour plus de

détails sur ce point).

On peut donc isoler vs(t) et le remplacer dans 1’équation 7.3. Le terme de dilution par la
croissance est également retiré de 1’équation 7.3. Nous obtenons donc I’équation 7.6

pour le bilan sur le glucose intracellulaire :

JGLC _ D()* EGLC;;,

P X0 v () 7.6

Et la résolution de I’équation 7.6 pour obtenir un régime permanent sur le glucose

intracellulaire nous donnera le profil d’alimentation suivant :

M@ X0)

D(@)
EGLC,,

7.7

Evidemment, le taux de dilution variera dans le temps selon la quantité de biomasse
présente dans le bioréacteur, ainsi que selon [’activité métabolique (taux de

phosphorylation du glucose). Donc, la mesure (préférablement en ligne) de la
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concentration en biomasse et du taux de consommation de glucose intracellulaire
permettrait de moduler I’alimentation afin d’atteindre un régime permanent. D’autres
options seraient également envisageables pour atteindre cet objectif, comme par
exemple, implanter une boucle de commande avec le glucose intracellulaire comme
variable contr6lée et le débit de perfusion comme variable manipulée. Cette approche
serait similaire a la boucle de commande qui a été implantée au chapitre 6 pour la
concentration cytoplasmique en Pi. Malheureusement, il serait ardu de mesurer en ligne
la concentration intracellulaire de glucose. Une mesure hors-ligne serait envisageable,
bien qu’un délai d’environ 1 heure serait nécessaire pour extraire et mesurer le glucose
intracellulaire sur un échantillon. Et cette mesure effectuée pour une masse de cellules
fraiches (FW) devrait étre convertie pour avoir le GLC par unité de masse séche (DW).
Le ratio entre le FW et le DW varie beaucoup et il faut sécher les cellules pendant 24
heures pour avoir une bonne mesure du DW. Un estimé du DW devrait donc étre utilisé
pour la conversion, ce qui aménerait une erreur supplémentaire. Le méme genre de

probléme serait rencontré au niveau expérimental pour 1’estimation en ligne du flux

V](t).

Afin de pallier a ces problémes, les estimations du modele métabolique ont été utilisées
pour déterminer le profil de v,(t). La Figure 7.13 présente le profil simulé du flux v(t)
pour la culture en cuvée avec la résine extractive (Figure 7.4). Ce profil est équivalent

au taux de réaction 1 du Tableau 2 en Annexe B.
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Figure 7.13 Taux de réaction pour le flux v(t)

On remarque que le taux de consommation de GLC varie durant les premiers jours de
culture et qu’il se stabilise ensuite a environ 2,5 mmolegDW'+j"', avant de diminuer
apres le 6° jour de culture. Dans la simulation, cette diminution apres le 6° jour est
causée par 1’épuisement du glucose extracellulaire (voir Figure 7.4) et par la diminution
du niveau en navettes énergétiques, nécessaire a la phosphorylation du glucose. Il est
également intéressant de noter que la simulation donne une valeur relativement proche
de ce qui est obtenu par les analyses enzymatiques. La simulation donne un flux qui
varie entre 3,5 et 0,25 mmolsgDW'+j" alors que ’activité observée pour la glucokinase
(Figure 7.1) variait entre 4 et 2,3 mmolsgDW'+j"". Il est cependant important de noter ici
que les mesures d’activités enzymatiques in vitro ne peuvent pas étre directement
comparées aux valeurs simulées pour des flux in vivo. Mais ’obtention de valeurs

expérimentales qui sont du méme ordre de grandeur et légérement plus élevées que les
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valeurs simulées est attendue, puisque les valeurs obtenues in vitro représentent des
conditions physiologiques idéales alors que la simulation représente des conditions in
vivo probablement non idéales (limitations en substrats, limitations diffusionnelles,

variations de pH ou de température etc.).

Nous retiendrons donc la valeur a laquelle se stabilise le flux vi(t) dans la simulation
(2,5 mmolegDW™'*j"") et nous I'utiliserons dans I’équation 7.7 pour définir le taux de
perfusion au bioréacteur. L utilisation d’une valeur constante pourrait induire une erreur,
mais en ’absence de mesure en ligne fiable sur le métabolisme du glucose, il est
probablement préférable de se fier aux résultats obtenus précédemment plutét que de
tenter une estimation dynamique qui serait peut-étre biaisée. La validité du flux v(t)
sera vérifiée a posteriori lorsque les résultats de culture seront disponibles. Nous
obtenons donc une équation qui permet de fixer le débit d’alimentation de maniere
proportionnelle a la biomasse. Puisque la biomasse varie dans le temps et que les
échantillons sont prélevés seulement une fois pas jour, un estimateur de biomasse, basé
sur le bilan en O, dissous, a €t¢ développé (voir section 3.6, équation 3.3). Cet
estimateur permet donc de préciser le terme X(t) pour ainsi définir complétement

I’équation 7.7 sur toute la durée d’une culture.

L’algorithme suivant est donc proposé pour effectuer une culture en bioréacteur a

perfusion dans une optique de stabilisation des réserves intracellulaires :
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Tableau 7-1 Algorithme proposé pour la culture en perfusion

Etape Jours de Taux de perfusion Milieu utilisé
culture )

Adaptation 0az2 0 ---
Croi o5k _v10)2(t) o

roissance 2at. D) = TLCI; B5
Elicitation teat+1 0.4 P + chitine**

. X vy X(0) .

Production t.+1als D() = P + chitine**

EGLC;,

* t., le moment auquel est élicitée la culture, est défini comme étant le jour ou la

concentration en biomasse atteint 8-9 gDWeL"!

** La composition des milieux de culture est donnée a I’Annexe A
Premiérement, les cellules seront perfusées avec un milieu de croissance jusqu’a ce que
la biomasse atteigne la valeur moyenne obtenue en phase stationnaire lors des cultures
précédentes en cuvée, soit entre 8 et 9 gDWeL'. Puisque les cellules auront
certainement accumulé des réserves, la croissance continuera aprés ce point. Mais en
perfusant un milieu de production sans Pi pour la suite de la culture, nous limiterons la
croissance afin de ne pas causer de problémes au niveau de la capacité de transfert et de
mélange du bioréacteur. De plus, tel qu’observé par De Dobbeleer et al. (2006) le
bioréacteur a perfusion est plus performant pour des densités cellulaires moins €levées,
il faut donc user de prudence avec une culture éventuellement plus dense. Des résultats
de simulation du modele métabolique pour 'implantation de cet algorithme montrent
que la biomasse atteindrait une concentration entre 12 et 14 gDWe<L" durant la phase
stationnaire. D’un point de vue de I’efficacité du bioprocédé, cette concentration
supérieure en biomasse est méme désirable puisque la productivité volumétrique du

systéme est ainsi augmentée.
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Les parameétres de culture ont été légerement modifiés par rapport aux expériences en
cuvée. Premiérement, pour la culture en mode cuvée, 1’élicitation se faisait de manicre
ponctuelle, par un ajout de 400 mL de milieu BS contenant les résines extractives et
I’agent é€liciteur. D’un point de vue pratique, cette approche n’est pas idéale puisqu’elle
cause une variation de volume non négligeable dans le bioréacteur. De plus, 1’ajout de
’agent éliciteur de maniére ponctuelle a tendance a provoquer la formation de mousse.
C’est pourquoi I’élicitation sera faite ici de maniere continue, soit par la perfusion d’un
milieu de production contenant 1’agent éliciteur. Afin de ne pas induire un biais
expérimental, le milieu de production perfusé au bioréacteur contient exactement la
méme concentration d’agent éliciteur que la concentration utilisée lors des cultures
opérées en cuvée, soit 3,3 geL!. La phase d’élicitation d’une journée (Tableau 7-1)
servira donc a remplacer une bonne proportion du milieu de culture par le milieu de
production (contenant la chitine). Par la suite, les cellules seront constamment soumises
a la perfusion d’un milieu de production contenant 1’agent é€liciteur. Puisque 1’on peut
s’attendre a obtenir une concentration en biomasse plus élevée, la concentration en
résines extractive dans le bioréacteur devra étre plus élevée pour garder la méme
efficacité d’extraction. Il a donc été décidé de commencer I’élicitation avec la méme
concentration en résines (60g*L™") que pour la culture cuvée et d’ajuster par la suite cette
concentration afin de garder le méme ratio résines/biomasse. Pour des raisons pratiques,
la concentration en résines a €té ajustée par des ajouts ponctuels. Au 7¢ jour de culture,

la concentration en résines a été augmentée a 75 geL™' et au 11° jour, un autre ajout a été
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effectué, pour porter la concentration en résines a 85g+L"'. Lors de la phase stationnaire,
le ratio massique résines/biomasse était donc de 5,9, soit pratiquement la méme valeur

que lors de la culture en mode cuvée (5,5).

7.4.2 Résultats et analyse

La Figure 7.14 montre les variables d’état du systtme qui ont été utilisées pour
I’implantation de I’estimateur de biomasse et pour I’algorithme de culture en perfusion.
La Figure 7.14 présente également une comparaison entre la biomasse estimée en ligne

par le bilan sur I’O, et les résultats de mesure de biomasse hors-ligne.
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Figure 7.14 Implantation de 1’algorithme de culture en perfusion
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La perfusion de milieu de croissance aura donc €té effectu€e entre le 2° et le 5° jour de
culture, moment ou la concentration en biomasse a atteint 8,67 gDW<L"'. La phase
d’élicitation a donc eu lieu entre le 5° et le 6° jour et par la suite, la perfusion du milieu
de production a continué¢ jusqu’'au 12° jour de culture. Apres élicitation, une
concentration en biomasse pratiquement constante entre 12 et 14 gDWeL' a été
observée, tel que prévu par la modélisation. C’est pourquoi le taux de perfusion a été
pratiquement constant a 0,2 j' entre le 6° et le 11° jour de culture, tel que calculé par
I’équation 7.7. Par la suite, le taux de perfusion a été diminué a 0,1 j' et complétement
arrété pour des raisons pratiques. Puisque la densité cellulaire était relativement élevée
et que les cellules étaient plus agées, la décantation était moins efficace, ce qui aurait pu
provoquer une perte de biomasse par le systeme de perfusion. Le bioréacteur a perfusion
a été développé pour des cultures cuvée de 10-14 jours atteignant une densité entre 10 et
12 gDW-L"'. Mais il a été observé avec E. californica que la sédimentation est moins
efficace pour des cellules dgées (9 jours de culture et plus) et pour une densité plus
¢levée (De Dobbeleer et al., 2006). Les conditions de cultures rencontrées lors des
présents travaux, soit une densité cellulaire de 13-14 gDW<L"' pour une culture de 15
jours, dépassent donc légerement les limites a I’intérieur desquelles le bioréacteur avait
été développé. Le systeme de perfusion est suffisamment performant pour la stratégie
d’alimentation développée ici, notamment parce que les taux de perfusion nécessaires

pour alimenter les cellules sont relativement bas (0.1-0.4j") comparativement aux taux
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de perfusion utilis€és par De Dobbeleer et al. (2006) pour I’extraction des alcaloides

(5-20i").

La Figure 7.15 montre les résultats de simulations et les variables métaboliques et
nutritionnelles mesurées hors-ligne. Le modele métabolique utilisé pour simuler ce
systeme est le méme que celui utilis€ précédemment (Annexe B). Les paramétres
cinétiques (Vmax, Km) n’ont pas été adaptés pour mieux décrire les données. Seules les
conditions initiales ont ét¢ modifiées pour bien décrire 1’état initial de la culture. Le

modele est donc utilisé ici de maniere prédictive.
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Figure 7.15 Résultats expérimentaux et stmulation de la culture en perfusion. La méme

légende que pour la Figure 7.3 s’applique.
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On remarque que les prédictions du modéle concordent relativement bien avec les
résultats expérimentaux, bien que des déviations majeures soient observées vers la fin de
la culture. Ceci n’est pas surprenant, puisque le modele a été calibré avec des données
provenant de cultures en cuvée de 11 jours et non pas avec des cultures en perfusion
d’une plus longue durée, comme celle effectuée ici. La culture d’une plus longue durée
pourrait étre sujette a des phénoménes non décrits par le modéle, comme une

maintenance ou une mortalité cellulaire plus importantes.

L’algorithme de stabilisation du GLC semble avoir bien fonctionné. On remarque que le
GLC a été stabilisé entre le 2° et le 11° jour de culture a une valeur moyenne de 0,28 +
0,07 mmol*gDW'. La prédiction du modéle pour le GLC concorde trés bien avec les
résultats expérimentaux. Les réserves intracellulaires en azote n’ont pas été stabilisées,
mais elles ont au moins été maintenues a des niveaux suffisants pour que les cellules ne

soient pas limitées.

L’effet du maintient des réserves sur la production d’alcaloides est clairement observé.
La production spécifique d’alcaloides a atteint un maximum de 0,192 mmol*gDW™, au
13¢ jour de culture, soit 75% de plus que la production aprés le 11° jour de culture en
mode cuvée (0,11 mmolsgDW™'). Ce résultat concorde trés bien avec la prédiction

obtenue par 1’analyse de sensibilité. La Figure 7.16 présente une comparaison dans le
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temps entre les résultats expérimentaux de production totale d’alcaloides pour les trois

expériences réalisées ici.
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Figure 7.16 Résultats expérimentaux de production spécifique totale d’alcaloides

(intracellulaire + extracellulaire + résines) pour les expériences en bioréacteur.

On remarque donc que la stratégie de perfusion identifiée par I’analyse de sensibilité et
implantée ici a bien eu l’effet prédit par le modele, soit une augmentation de la
production totale d’alcaloides. Cet effet est surtout remarqué entre les jours 9 et 13, ou
la production spécifique totale pour la culture en perfusion atteint une valeur 75% plus
élevée que pour la culture opérée en mode cuvée. Puisque le modéle semble avoir bien

prédit I’implantation de cette stratégie de culture (Figure 7.15), il sera intéressant de
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comparer les prédictions du modele et les résultats expérimentaux pour la production

spécifique totale d’alcaloides. Cette comparaison est présentée a la Figure 7.17.
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Figure 7.17 Comparaison des résultats (expérimentaux et simulations) pour la

production totale spécifique.

La seule déviation majeure du modele se produit a la fin de la culture en perfusion, ou le
modele prédit que la production d’alcaloides continue au dela du 13° jour, un résultat qui
n’est pas confirmé expérimentalement. Ceci peut étre di a plusieurs phénomeénes. Tel
que mentionné précédemment, un élément non inclus dans le modele ou un phénoméne
mal décrit par la modélisation pourrait limiter la production d’alcaloides. Il est
également possible que 1’on observe expérimentalement une dégradation du produit, un

autre phénoméne qui n’est pas inclus dans le modele. De plus, on remarque une bonne
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similitude entre la courbe simulée de la culture en perfusion et la courbe issue de
I’analyse de sensibilit¢ dynamique. La simulation pour I’analyse de sensibilité
dynamique avait été faite en bloquant les concentrations intracellulaires en GLC et en
NO3-NH4 (dérivée nulle en tout temps), ce qui représente une opération idéale
impossible a réaliser expérimentalement. Il est certainement possible de stabiliser les
réserves intracellulaires, mais pas sur toute la durée de la culture, comme nous le
montrent les résultats expérimentaux. Les résultats simulés de production totale
d’alcaloides pour la culture en perfusion concordent cependant trés bien avec le résultat
de I’analyse de sensibilité. Ceci confirme donc que la stratégie de perfusion a réussi a
émuler I’approche identifiée par I’analyse de sensibilit¢ dynamique. De plus, un autre
avantage de la stratégie proposée ici est que la perfusion d’un milieu de croissance (jour
2 a 5) a permis d’obtenir une concentration en biomasse 33% plus élevée par rapport a la
culture cuvée (14,1gDWeL" versus 10,6). La production volumétrique d’alcaloides
totaux a donc été augmentée de 132% (2,7 mM en perfusion versus 1,16 mM en cuvée).
Globalement, la production d’alcaloides a atteint 67,2 mgegDW™ ou 6,7% du poids sec
des cellules. Il n’est pas évident de comparer rigoureusement cette valeur a ce qui est
rapporté dans la littérature, puisque les méthodes de mesures sont souvent treés
différentes ou alors I’analyse est concentrée sur une seule molécule et non pas sur la
production totale. Généralement, les résultats observés dans la littérature pour les
rendements massiques en alcaloides vont de quelques pg par gDW a quelques dizaines
de mg par gDW, tel que rapporté par Misawa (1994). Le résultat obtenu ici (67

mgegDW™) est donc réaliste et semble indiquer que le bioprocédé a été relativement
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bien opéré. Cependant, il est envisageable de continuer 1’optimisation de bioprocédé.
Tel que mentionné précédemment, les conditions de cultures du bioprocédé ne sont
probablement pas toutes optimales. Les résultats obtenus ici ont clairement montré qu’a
partir d'un mode opératoire typique (cuvée avec utilisation d’une phase extractive et
d’un éliciteur), il est possible d’utiliser le modele métabolique cinétique pour identifier

et implémenter une stratégie de culture intéressante.

Une des hypotheses utilisées pour développer la stratégie de perfusion était que le flux
v; avait une valeur de 2,5 mmolrgDW™'*j". Puisque le modéle semble relativement bien
prédire les résultats de culture, nous pouvons vérifier si le flux simulé v; correspond
bien a ce qui est attendu. La Figure 7.18 présente le profil simulé de ce taux de réaction

métabolique.

v, (mmol e gDW! o)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Temps (j)

Figure 7.18 Profil simulé de v; pour la culture en perfusion
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On remarque que la valeur constante de 2,5 mmolgDW™j" utilisée pour implanter
P’algorithme concorde trés bien avec la prédiction du modéle entre le 2° et le 13° jour de
culture. La valeur simulée pour vi(t) durant cette période varie entre 2,5 et 2,7
mmolegDW'+j! avec une valeur moyenne de 2,65 mmolgDW'ej'. Cette valeur
moyenne de vi(t) est donc seulement 6% supérieure a la valeur utilisée pour fixer le
débit de perfusion. Malgré la précision, on remarque tout de méme que I’hypothése
d’une concentration résiduelle négligeable en EGLC n’est pas vérifie
expérimentalement (voir Figure 7.15, EGLC). Cependant, on remarque que cette
concentration tend a diminuer (la dérivée dEGLC/dt est négative durant presque toute la
phase de perfusion). Donc, ultimement, le systéme tendrait vers une concentration
résiduelle nulle en EGLC et les hypotheses utilisées pour établir le débit de perfusion
seraient potentiellement vérifiées. Une fagon de procéder ici pour que I’hypothése soit
vérifiée dés le début de la phase de perfusion serait de commencer la culture avec une
concentration en EGLC plus faible. Cependant, i1l s’agirait la d’une perturbation
supplémentaire qui pourrait avoir des conséquences inattendues sur le comportement
cellulaire. Il serait possible d’améliorer la performance de 1’algorithme utilisé ici pour la
culture en perfusion. Par exemple, 1’équation 7.7 permet de stabiliser les réserves
intracellulaires en GLC, mais aucun point de consigne ne peut étre spécifié, ce qui fait
que la concentration intracellulaire atteint un point d’équilibre défini par la dynamique
du systéme. Il serait peut-tre possible de réellement controler cette valeur de

concentration en GLC, mais tel que mentionné précédemment, ceci impliquerait une
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mesure en ligne ou une estimation trés précise par le modele de la concentration en
GLC. Bien que I’approche de stabilisation présentée ici semble fonctionner, une
approche de commande de procédé plus élaborée pourrait peut-étre produire de
meilleurs résultats. La stratégie de perfusion présentée ici a cependant 1’avantage d’étre
relativement simple et elle exige seulement une estimation de la biomasse et du taux de

réaction v(t).

7.5 Conclusions
Une modélisation cinétique du métabolisme des cellules de pavot de Californie a été

appliquée a des cultures en bioréacteur. Cette modélisation a permis de bien décrire les
résultats expérimentaux obtenus pour des cultures en bioréacteur élicitées avec et sans
ajout de résines extractives. Des mesures d’activité enzymatique ont été effectuées pour
préciser la simulation du taux de réaction des hexokinases en fonction du glucose
extracellulaire. La modélisation permet, entre autres, de bien quantifier les cinétiques du
métabolisme primaire et la production d’alcaloides totaux par les cellules. Le modéele a
été utilisé pour développer une approche d’analyse de sensibilité dynamique. Cette
analyse de sensibilité dynamique permet de simuler, dans le temps, les variations de
production spécifique suite a un changement de parametre sur le métabolisme (niveau
enzymatique) ou suite a un changement de condition de culture (concentration initiale).
Cette analyse a mené a la conclusion qu’une stabilisation des réserves intracellulaires de
glucose et d’azote était désirable pour augmenter la production spécifique. Cette

stratégie de culture (stabilisation des réserves intracellulaires) a été implantée



271

expérimentalement. Un profil d’alimentation pour une culture en perfusion a donc été
développé a 1’aide des bilans de masse et estimations du modele. Lors des phases de
croissance et de production, le débit de perfusion €tait ajusté selon la demande cellulaire
globale en glucose. Cette stratégie a permis de stabiliser les réserves intracellulaires de
glucose et une augmentation de 75% de la production spécifique a été observée. Ce
résultat concorde avec les prédictions obtenues par I’analyse de sensibilité dynamique.
De plus, la stratégie de culture proposée permet également d’augmenter la concentration
en biomasse dans le bioréacteur de 33% par rapport a une culture cuvée, ce qui ameliore
d’autant plus la productivité volumétrique du systétme. En tenant compte de
I’augmentation de production spécifique (+75%) et de I’augmentation de concentration
en biomasse (+33%), la productivité globale en alcaloides totaux a été augmentée de
132% avec une production de 2,7 mM (ou 0,95 geL") d’alcaloides totaux pour la culture
en perfusion. L’approche développée ici a permis de bien décrire et analyser les
interactions possibles entre la nutrition cellulaire, le métabolisme primaire et la
production de métabolites secondaires par les cellules de plantes. L’analyse
systématique et intégrative du métabolisme végétal et des dynamiques de cultures a
I’aide du modele métabolique a donc permis de développer et d’implanter
expérimentalement une stratégie de culture trés performante. D’autres avenues pour
améliorer la production spécifique d’alcaloides ont également été identifiées par la
modélisation (modulation des niveaux enzymatiques ou du milieu de culture), mais
n’ont pas été implantées expérimentalement. Il s’agirait 1a de pistes intéressantes pour

des recherches futures. De plus, les outils de modélisation et d’analyse de sensibilité
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dynamique développées et présentés dans le cadre de ces travaux pourraient aisément

étre transposés a d’autres espéces végétales ou a d’autres cultures cellulaires.
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CHAPITRE 8: DISCUSSION GENERALE

Les travaux présentés dans cette thése ont permis d’avancer notre connaissance et notre
compréhension des bioprocédés utilisant des cellules végétales. La modélisation
cinétique, qu’elle soit nutritionnelle (chapitre 4) ou métabolique (chapitres 5 a 7) a
permis de faire ressortir des résultats originaux. Deux points particuliers ressortent
clairement de ces travaux : ’approche intégrative et la considération des dynamiques ont

€té continuellement présentes.

La modélisation nutritionnelle peut étre qualifiée d’intégrative puisqu’elle est la
premiére de la sorte a considérer les trois nutriments constitutifs majeurs des cultures
végétales. Ceci a permis d’identifier certaines propri€tés qui n’auraient pas été observées
avec une analyse (méme plus approfondie) basée sur un seul nutriment. La considération
des dynamiques nutritionnelles a permis d’observer que des facteurs cintétiques
(transport des nutriments) peuvent expliquer les différences entre des cellules

(croissance rapide) et des racines (croissance lente).

Toute I’approche de modélisation métabolique est également trés intégrative. On y
retrouve toujours les trois nutriments constitutifs majeurs, mais de plus, les phénomenes
métaboliques importants pour la croissance et la production de métabolites secondaires
sont inclus. Bien que cette modélisation soit inévitablement approximative, 1’approche

intégrative s’aveére trés importante pour identifier les propriétés de base du systéme



274

(flux, croissance, production), tel qu’observé au chapitres 5. Ces propriétés ne sont
d’ailleurs pas constantes dans le temps, ce qui rend I’approche dynamique d’autant plus

pertinente.

L’application de commande présentée dans ces travaux (chapitre 6) a fait appel a la
capacité prédictive du modele pour intégrer les différents phénomeénes reliés au
métabolisme du phosphate. Un modele plus simplifé aurait peut-étre pu €tre utilisé a
cette étape, mais ce mode¢le aurait fort probablement perdu la capacité de modéliser
autant les cinétiques lentes (croissance) que les cinétiques rapides (accumulation et

mobilisation du Pi).

Finalement, le modéle, une fois bien développé, permet de mieux comprendre les
cinétiques de production en bioréacteur et de bien saisir les interactions entre les trois
nutriments majeurs et leur implication dans la croissance et la production de métabolites
secondaires. Encore une fois, une approche simplifiée ou non-cinétique n’aurait

probablement pas permis d’obtenir les mémes résultats.

L’intégration des phénomenes et considération des dynamiques sont d’ailleurs a I’avant-
plan de la biologie intégrative des systémes (systems biology), une approche qui gagne
beaucoup en crédibilité dernicrement dans la recherche touchant a la biologie. Il va sans
dire qu’une continuation de cette approche avec les cellules végétales est éminement

souhaitable. Cela permet ainsi de complémenter la grande quantité de connaissance qui
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a découlé de I’approche traditionnelle de recherche en biologie, c¢’est-a-dire par
Uisolation et ’analyse d’un phénoméne dans des conditions invariantes. Les deux
approches (traditionnelle et intégrative) devront définitivement progresser ensemble afin
de maximiser notre compréhension des systemes biologiques. Les travaux et résultats
présentés dans cette thése ne sont qu’un exemple parmi tant d’autres montrant que cette

approche est pertinente.
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CHAPITRE 9: CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS

« La carte n’est pas le territoire »

-Alfred Korzybski

9.1 Conclusion
Cette thése de doctorat proposait des approches de modélisation cinétique du

métabolisme des cellules végétales dans une optique de commande et d’optimisation de
bioprocédé pour la production de métabolites secondaires. Quatre objectifs principaux
ont été poursuivis afin d’arriver a développer des outils analytiques et expérimentaux

efficaces pour améliorer la compréhension du métabolisme des cellules végétales.

Premiérement, un modele cinétique pour la nutrition végétale a été appliqué a trois
especes distinctes dont deux cultures de tissus et une culture en suspension. Cette
approche a permis de constater qu’une base commune d’équations cinétiques et de
bilans de masse peut €tre utilisée pour modéliser les mémes phénomenes pour des
especes végétales et des conditions de cultures diverses. De plus, il a été vérifi€é que la
modélisation des dynamiques nutritionnelles par une approche cinétique permet de
prédire les résultats de cultures pour des conditions différentes. Le modéle a été
développé avec des cultures cuvées et il a été montré qu’il pouvait prédire les résultats

de cultures en mode cuvée-alimentée. Ceci a permis d’émettre I’hypothése qu’un
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modéle cinétique plus élaboré (pour le métabolisme) pourrait avoir les mémes propriétés
d’adaptabilité et de prédiction. Le modele nutritionnel proposé lors de ces travaux est
également le premier du genre a intégrer les dynamiques intracellulaires pour les trois
nutriments constitutifs majeurs (phosphate, azote, carbone) des cellules végétales, ce qui
lui permet de modéliser des cultures avec précision, sans qu’il soit nécessaire d’en
connaitre le nutriment limitant. Ce mode¢le est relativement simple a utiliser et adapter, il
pourrait donc éventuellement étre utilisé pour d’autres espéces ou pour des études de

criblage sur la nutrition végétale.

Deuxi¢émement, un modéle partiellement cinétique développé pour le métabolisme
primaire des racines transformées de C. roseus a été modifi€¢ pour inclure les cinétiques
du métabolisme primaire central. Le modéle a été calibré avec des données
expérimentales de cultures cuvées provenant de travaux antérieurs. Cette modélisation a
permis de visualiser a la fois les concentrations et les flux dans le temps, ce qui donne
une cartographie relativement élaborée du métabolisme. Cette approche a permis
d’identifier un phénoméne physiologique trés peu mentionné dans la littérature
scientifique sur le métabolisme végétal, soit la circulation du Pi entre sa forme libre et
son allocation sur les métabolites phosphatés. 11 a été observé que ce taux de circulation
du Pi est trés élevé (=2 mmolegDW'*j") par rapport aux autres flux du métabolisme
primaire (=0.01-1 mmolegDW"'¢j""). Il pourrait s’agir 1a d’un paramétre physiologique
trés important, puisqu’une corrélation entre le taux de circulation du Pi et le taux de

croissance a été observée. Le modele présenté dans ces travaux est le premier modéle
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métabolique décrivant les cinétiques du métabolisme primaire pour des cultures de

tissus végétaux.

Ensuite, le modele métabolique cinétique a été appliqué a des cultures en suspension de
cellules d’E. californica, ainsi qu’a des cultures en perfusion effectuées dans un
minbioréacteur avec un suivi en ligne par RMN sur le *'P. Quelques modifications
mineures ont €té¢ apportées a la structure du modele afin de bien décrire les données
expérimentales et les particularités de la lignée. Premic¢rement, une modification des
voies menant au métabolisme secondaire a été effectuée pour que le modele puisse
décrire éventuellement ’accumulation d’alcaloides benzophénanthridines par E.
californica. Les modifications majeures apportées au modele a cette étape des travaux
portérent cependant sur la description du métabolisme du Pi et sur I’effet régulateur du
Pi sur les voies du métabolisme primaire. Les dynamiques plus lentes (croissance,
synthése de macromolécules) ont été identifiées avec des cultures cuvées en flacon
Erlenmeyer. Le minibioréacteur avec suivi par RMN a permis d’obtenir des données
quantitatives sur les concentrations en Pi (cytoplasmique et vacuolaire), ATP, ADP ainst
que pour les phosphomonoesters (PME). Des expériences d’identification de parametres
(réponse a un échelon, réponse a une impulsion) ont été effectuées pour le métabolisme
du Pi en modulant le milieu de culture perfusé au minibioréacteur. Ces expériences ont
permis d’identifier les dynamiques rapides (= heures) du métabolisme du Pi, notamment
la translocation du Pi entre la vacuole et le cytoplasme et I’effet de la concentration

cytoplasmique en Pi sur la synthése des PME. De plus, la réponse du métabolisme
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énergétique de la cellule a été quantifiée et a permis de bien calibrer les voies de
synthése et de dégradation de navettes énergétiques (ATP, ADP). Le modele ainsi
calibré a été utilisé pour mettre au point une boucle de commande sur la concentration
cytoplasmique en Pi. Le CPi a donc été contr6lé en utilisant la concentration
extracellulaire en Pi dans ’alimentation du minbioréacteur comme variable manipulée.
Cette boucle de commande a été implantée expérimentalement. Bien que les résultats
expérimentaux aient montré une certaine variabilité, il a été possible de maintenir, en

moyenne, le CPi a 14% du point de consigne pendant 5 heures.

Finalement, le modéle métabolique cinétique développé pour E. californica a été
appliqué a des cultures en bioréacteur. Les échantillons prélevés lors de cultures en
mode cuvée ont permis d’effectuer plusieurs mesures sur le métabolisme (nutriments,
métabolites, produits, activités enzymatiques). Ces mesures ont été utilisées pour
calibrer le modeéle sur des cultures cuvées en bioréacteur. Deux types de cultures ont été
analysées : avec et sans résines extractives. Le mode¢le calibré a été soumis a une analyse
de sensibilité dynamique. Cette approche a permis d’identifier des conditions de culture
critiques pour le maintien de la productivit¢ des cellules en alcaloides totaux. La

stratégie la plus intéressante pour augmenter la productivité s’est avérée étre un maintien

des ressources intracellulaires en glucose et en azote. Cette possibilité a donc été
implantée expérimentalement a 1’aide d’un bioréacteur a perfusion. Les résultats obtenus
concordent tres bien avec les prédictions du modéle métabolique. La stratégie de culture

ainsi développée a permis une augmentation de 75% de la productivité spécifique et une
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augmentation de 132% de la productivité volumétrique du bioréacteur par rapport a une
culture en mode cuvée. Cette production volumétrique s’élevait donc a 2,3 mM, ou 0,95

gL,

9.2 Recommandations et perspectives de recherche

Les travaux présentés dans cette these ont permis de voir qu’un modéle descriptif, pour
peu qu’il soit suffisamment précis dans sa description d’un phénomeéne biologique, peut
étre un outil trés puissant pour analyser ledit phénomene. Les outils de modélisation
nutritionnelle et métabolique développés lors de ces travaux ont non seulement permis
de décrire des phénomenes biologiques observés expérimentalement sur la nutrition et le
métabolisme des cellules végétales, mais ils ont également permis de prédire certains de
ces phénomenes. Ces deux attributs (capacité de description et de prédiction) de la
modélisation cinétique peuvent étre utilis€és de maniére bien distincte lors de travaux
futurs. Les utilisations possibles de la capacité descriptive et de la capacité prédictive du
mode¢le peuvent donc s’enligner sur deux axes de recherches paralleles. Ces deux
approches vont dans le sens préconisé¢ par la biologie intégrative des systemes en
permettant une meilleure intégration des données expérimentales et une meilleure
compréhension des cellules végétales en tant que systéme. Finalement, en ce qui
concerne spécifiquement 1’organisation des données et des connaissances, le modéle
métabolique est I’outil désigné pour établir une base centrale de données et d’analyse

qui peut ensuite étre utilisée par la communauté scientifique.
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9.2.1 Améliorer et utiliser la capacité descriptive du modéle
Premiérement, la capacité des modeles nutritionnels et métaboliques présentés ici a

décrire les phénoménes se produisant lors de cultures de cellules végétales peut étre
utilisée pour faire avancer notre compréhension de ces phénomenes. Le modele
métabolique présenté dans le cadre de ces travaux a permis de décrire les profils
temporels de concentrations et de flux métaboliques. Les profils de concentration ont été
comparés avec des données expérimentales, mais non les profils de flux. Un modele
cinétique tel que éelui présenté ici pourrait éventuellement décrire et prédire, dans le
temps, les flux et les concentrations en métabolites. Mais ceci nécessiterait d’obtenir des
données de flux et de concentrations et ce, pour une seule espece cellulaire et pour des
conditions expérimentales bien définies. Ceci n’est évidemment pas impossible, surtout

avec I’émergence des techniques expérimentales a haut débit.

Il a également été observé que le modele peut donner des estimations de flux et de
vitesses maximales de réaction qui concordent avec des mesures d’activité enzymatique.
Une avenue trés intéressante a ce chapitre serait d’améliorer notre description de la
régulation in vivo a ’aide de ces informations que donnent les analyses enzymatiques.
Les résultats préliminaires présentés ici montrent que 1’utilisation de données in vitro sur
les hexokinases peut améliorer notre description de la régulation métabolique. Il pourrait
alors étre intéressant de systématiser cette approche en analysant les propriétés
enzymatiques pour des cultures effectuées dans diverses conditions (limitation en Pi, en

azote, en O2, phase de croissance ou production etc.). De plus, il est maintenant facile
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d’obtenir des données d’expression génétique (‘transcriptome’) rapidement et a grande
échelle. Et le génome d’Arabidopsis thaliana est maintenant complétement séquencé.
Comme ce fut le cas pour les bactéries il y a une dizaine d’année, il serait envisageable
de commencer la construction d’un mod¢le a grande échelle pour le métabolisme des
cellules végétales. Les données de concentrations en métabolites et de flux métaboliques
permettent la mise au point d’un modéle précis dans sa description des réactions de base
de la cellule, mais I’ajout de données enzymatiques et de données de transcription
génétique pourrait ajouter un niveau de description au modéle. Cependant, il s’agirait 1a
d’un projet a trés long terme, ne serait-ce qu’a cause de la complexité de la régulation
génétique chez les plantes (par rapport aux bactéries). L’approche de modélisation
cinétique des voies du métabolisme a montré une grande capacité de description des
phénomeénes observés expérimentalement, alors il s’agit 1a d’un axe de recherche qui
mérite certainement notre attention. Le modéle permet de rendre plus systématique et
plus intégrative notre analyse des données expérimentales disponibles. Puisque ces
données sont produites maintenant en quantités de plus en plus considérables par les
méthodes a haut débit, un outil permettant I’intégration et la réconciliation des données

sera d’autant plus utile.

Finalement, le modéle a montré une bonne capacité de description des phénoménes
métaboliques, mais certaines limites ont été remarquées au niveau de la description du
bioprocédé dans son ensemble. Par exemple, la production d’alcaloide décrite par le

modele n’a pas été fragmentée pour décrire les différents bassins (intracellulaire,
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extracellulaire, extraits par les résines). Il serait alors trés intéressant d’inclure les
phénomeénes de sécrétion et d’adsorption dans la modélisation, pour ainsi étre en mesure
de faire une optimisation beaucoup plus ciblée. Par exemple, on pourrait vouloir
optimiser non pas la quantité totale d’alcaloides, mais la quantité d’alcaloides adsorbés
dans les résines, puisque ceux-ci sont plus aisément récupérés. Avec une bonne
description des voies du métabolisme secondaire, il serait également envisageable
d’optimiser la productivité pour un alcaloide en particulier. Une meilleure description de
la mortalité et de la dégradation du produit constitueraient également des améliorations
importantes & amener au modele. Le modéele serait ainsi encore plus précis dans sa
prédiction des résultats expérimentaux et il pourrait méme étre utilisé pour identifier le

moment auquel la récolte du produit doit s’effectuer.

9.2.2 Utiliser la capacité prédictive du modéle
L’autre axe sur lequel on peut s’orienter pour des recherches futures se base sur la

capacité prédictive du modele métabolique cinétique. Tel que vu au chapitre 7, le
modéle peut étre utilisé de maniére a prédire une culture effectuée dans des conditions
qui n’ont jamais €té tentées expérimentalement. Ceci permet d’identifier rapidement des
voies de recherche intéressante sans avoir a effectuer trop de travail expérimental. Deux
possibilités intéressantes ont été remarquées au chapitre 7 sans étre implantées

expérimentalement : I’optimisation du milieu de culture et I’ingénierie génétique.
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Le modele peut étre utilisé pour simuler des expériences d’optimisation du milieu de
culture et ainsi diminuer le travail nécessaire en orientant les recherches. Il faut
cependant étre trés prudent avec une telle approche, puisque les passages cellulaires
prolongés sur un milieu différent pourraient induire des déviations dans le
comportement métabolique des cellules. Une étude potentiellement intéressante a
réaliser ici serait d’utiliser le modele pour tenter de prédire I’effet de passages cellulaires
prolongés sur un milieu différent. Puisque le modéle inclut les conditions intracellulaires
initiales et finales, 1l est possible de simuler le processus par lequel on effectue les
passages cellulaires (les conditions finales du passage ‘n’ deviennent les conditions
initiales du passage ‘n+1’). Ce serait la un test énorme pour la capacité prédictive du
modele métabolique. Il serait ainsi envisageable d’identifier non pas un milieu de
culture qui donne un bon résultat de productivité, mais bien un milieu de culture qui

permet de maintenir cette productivité au fil des passages cellulaires.

Pour ce qui est de I'ingénierie génétique, il est tout a fait possible d’utiliser cette
approche pour améliorer la productivité d’une lignée cellulaire. Mais il s’agit la
d’expériences qui sont souvent faites a tatons puisque notre compréhension de toute la
régulation métabolique et des interactions possibles a I’intérieur de la cellule est encore
limitée. A ce chapitre, le modéle métabolique et I’analyse de sensibilité dynamique
présentés au chapitre 7 pourraient étre utilisés pour guider les recherches en permettant

I’identification rapide des étapes sensibles. Comme pour les expériences sur le milieu de
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culture, ceci permettrait ¢éventuellement d’accélérer le processus expérimental et

d’exploiter au maximum la capacité prédictive du modele.

Finalement, bien qu’une stratégie de culture augmentant la productivité ait ét€¢ mise au
point lors des présents travaux, cela ne signifie pas que les conditions de culture
optimales aient ét¢ identifiées pour la production d’alcaloides par E. californica. Tout
comme pour I’ingénierie génétique et la composition du milieu de culture, le modéle
pourra étre utilisé pour simuler d’éventuelles expériences d’optimisation du bioprocéde.
Plusieurs parameétres pourront étre considérés dans cette optimisation : concentration en
biomasse, moment ou [’élicitation est effectuée, maintient des concentrations
extracellulaires ou intracellulaires, ajouts ponctuels de milieu pour stimuler la
productivité. L’utilisation de la capacité prédictive du modele permettra non seulement
d’identifier des approches permettant une meilleure productivité, mais il pourra
également quantifier les parameétres opératoires a utiliser. Ceci permettra donc

d’accélérer le processus menant & une culture plus efficace.

9.2.3 Utiliser le modéle métabolique en tant qu’outil d’analyse et
d’organisation des connaissances disponibles

Le modele présenté aux chapitres 6 et 7 est basé sur des travaux précédents (Leduc et
al., 2006) et ce modele va également étre appliqué a d’autres espéces cellulaires dans le

futur (actuellement, Nicotiana tabacum). Un probléme surviendra rapidement, soit la
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construction d’une arborescence de modeles. Pour chaque projet ou pour chaque espéce
cellulaire, il y aura un modele, développé a partir d’un des modeles disponibles (dans un
ordre chronologique ou non). Ceci donne lieu a une perte d’information puisque les
données, outils et conclusions établies a une étape ne sont pas nécessairement
transférables. Ce mode de développement pourrait donc donner lieu a une multitude de
travaux ayant chacun peu d’impact, tout en diluant I’information a chaque étape de
développement. La figure 9.1 schématise ce mode de développement, qui est

actuellement en cours.

cr Ec Nt ??

?? ??

Figure 9.1 Développement de la modélisation en arborescence. La taille des points
montre, qualitativement, 1’état d’avancement du modele pour I’espéce et/ou la quantité
de données expérimentales disponibles. Cr: C. roseus; Ec: E. californica; Nt: N.

tabacum.

En plus d’une éventuelle dilution de I’information dans le développement chronologique
des travaux, la Figure 9.1 montre clairement que la connaissance se retrouvera
rapidement distribuée (voire éparpillée) sur différents projets. Une amélioration

significative du modele pour une espéce en particulier ne sera donc pas aisément
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transmise aux autres modeles. Ceci entre définitivement en contradiction avec 1'idée
selon laquelle un modele doit servir a organiser la connaissance disponible dans un
domaine de recherche. Afin d’éviter ce probléme, il faudra plutot penser a développer la
modélisation du métabolisme végétal sur la base d’un modéle étalon, qui lui pourra étre
adapté, appliqué et développé spécifiquement pour chaque projet de recherche. La

Figure 9.2 schématise cette organisation de la modélisation.

A. thaliana

?7?
Figure 9.2 Développement de la modélisation a partir d’'un modeéle étalon pour
Arabidopsis thaliana. Cr : C. roseus; Ec : E. californica; Nt : N. tabacum. Ps : Papaver

somniferum.

Evidemment, si une telle approche devait se concrétiser, A. thaliana serait le candidat
idéal pour établir un modele étalon incluant des données de tout genre (génome,
transcriptome, protéome, métabolome, régulation etc.). Le génome de cette espéce est
maintenant entierement décodé et plusieurs outils expérimentaux ont été développés en
utilisant A. thaliana, ce qui en fait I’espéce végétale pour laquelle le bassin de données

disponibles est le plus important. Dans cette optique de développement, chaque projet
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peut partir d’'une base commune et toute nouvelle connaissance peut aisément étre
retransmise au modéle « central », ce qui la rend rapidement accessible a toute la

communauté scientifique.
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ANNEXE A : Milieux de culture

Tableau A-1 Composition des milieux de culture

315

Milieu*
B5 B5-RMIN P
Composant mgeL mgeL"! mg-L"!
Glucose 30 000 27 000 30 000
KNO; 2500 2250 1900
(NH4)NO3 --- - 1650
MgSO4 7H,O 250 225 250
(NH4).SO, 135 121,5 -—
N3H2P04' H;_O 150 —— —
MnSO,-H;O 10 -— -
H;BO; 3 2,7 —
ZnSO,7H,0 2 1,8 -
Kl 0,75 0,675 -
Na,Mo0O,-2H,0 0,25 0,225 -
CuSO, 5H,0 0,025 0,0225 -
CoCl,:6H,0 0,025 - -
Inositol 100 90 -
Nicotinic acid 1 0,9 -—-
Pyridoxine-HCI 1 0,9 -
Thiamine-HC1 10 9 -
CaCl,'2H,O 150 135 332
FeSO~EDTA 43 -— 43
2,4-D 0,2 0,18 -
kinétine 0,1 0,09 -
D,O - 10% (v/v) -
chitine** --—- --- 3300

* Les milieux sont préparés avec de I’eau déionisée. Le pH est ajusté & 5,6 avant stérilisation

(25 min. 4 121°C)

** Une solution mére de chitine (20gL™") est préparée dans du milieu de culture. La
solution est ensuite stérilisée (30 min. a 121°C) et filtrée tel que décrit dans De

Dobbeleer et al. (2006)



ANNEXE B : Descriptif du modéle métabolique utilisé au
chapitre 7

Tableau B-1 Equations stoechiométriques (réactions 1-23)

316

No. Stoechiométrie
1 GLC+ATP -> G6P + ADP
2  FRU+ATP - F6P + ADP
3  G6P +2 NADP = R5P +2 NADPH + CO2
4  3R5P->2F6P+G3P
5 E4P+2PEP+ ATP + NADH - CHO + 4 Pi + ADP + NAD
6 CHO+AA+NAD = 0.5 ALK + OXO + NADH + CO2
7  PEP+CO2 > OAA +Pi
8 OXO+2 NAD + ADP + Pi 2 OAA +2 NADH + ATP + CO2
9 PYR+NAD - NADH + ACOA + CO2
10 OXO+NH;+3NADPH+3 ATP > AA+3 NADP +3 ADP +3 Pi
11  ACOA + ATP +2 NADPH - LIP + ADP + Pi + 2 NADP
12 2 R5P -> F6P + E4P
13 SUC = GLC +FRU
14 G6P - F6P
15 ACOA + OAA + NAD = OXO + NADH + CO2
16 PEP+ ADP - PYR + ATP
17 PEP - PYR+Pi
18 G3P+Pi+ ADP + NAD - PEP + ATP + NADH
19 G3P +NADP = PEP + NADPH
20 F6P+ ATP < 2 G3P + ADP
21 G6P +F6P +2 NDP = SUC +2 NTP
2 R5P +3.75 AA+7 ATP + 0.25 NAD - 7 ADP + 3.5 Pi+ 1.75 PPi + 0.25

NADH + OP
G6P +2 ATP + NADPH = STH + 2 ADP + NADP + Pi + PPi

N
w




Tableau B-2 Equations stoechiométriques (réactions 24-47)
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No. Stoechiométrie
24  STA +Pi > G6P
25 G6P+ ATP -> STA + ADP + PPi
26 LIP+2ATP +NAD - ACOA +2 ADP + PPi + NADH
27 ACOA < ORA
28 ORA > ACOA
29 F6P+PPi>2G3P+Pi
30 SUC +PPi = G6P + F6P
31 EGLC+ATP = GLC + ADP +Pi
32 ENO; + ATP - NO; + ADP + Pi
33 EPi+2ATP->3Pi+2ADP
34 ENH,+ATP -> NH, + ADP + Pi
35 OP=Pi
36 NO;+NADH + 3 NADPH = NH; + NAD + 3 NADP
37 PPi=>2Pi
38 VPi=>Pi
39 Pi+NTP -> 2VPi+ NDP
40 ATP - ADP +Pi
41 2.5ADP+2.5Pi+NADH + 02 - 2.5 ATP + NAD
42 ATP-> 3Pi+5NH4 +10/6 Glc
43 3 Pi+5NH4 +10/6 Glc 2 ATP
44 NADH - NAD
45 GO2->02
46 AA+LIP+ORA+STH+OP-2> X
47 VL=V —20X (volume de liquide)
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Tableau B-3 Equations biocinétiques (réactions 1-16)

No.

Equation biocinétique

10

11

12

13

14

15

16

(1) = vy o —CFC e AP 676+ 0.24
K e FGLC K #ATP | 14¢~0%(CPi-00T8)

) 0.44

V@) = v g o — R0, ATP [} 1 o016+ 0.84
max 2 KMH?U + FRU KMATP+ATP 1+e—200‘(F6P—0.06) ) 1+e_100.lEGLc_8i

G6P NADP 1

V(3) =V 3 ® . .
"% Kiggep T G6P  Kpgy,p,+NADP ‘”'[%“’”J
l+e *
V(4) = Vpans ® __ RSP
Kagpsp + RSP
E4AP PEP ATP . NADH

v(S) = Vaxs ® 4 .
KMEU’ + E4P KMPEP+PEP KMA7P+ATP KMNADH + NADH

CHO AA NAD 1 052
V(6) = Vmax 6 ® ; .

° . ol 1~ 0.48 +
Koo +CHO  Kpp +AA - Kpq, +NAD +¢~2000(4LK-001) 1+ & 300)

V(7) = Viax 7 ® s = ( 1 1 )

L4 ol l1—
Kyt PEP Kpg,7CO, 1 ¢~ 400+(044-0.02)

OX0 _,_ NAD __ ADP _ _ Pi
Kpgyyy +OXO Ky, +NAD Kpg, +ADP K py, +Pi

v(8) = Vipaxg ®

V(9) =Vaxo ® PYR NAD [ 1 )

. of1-
Kpgpp + PYR  Kpqy, +NAD 14 ¢~2005(4C0A4-0.1)

OXO _, NH, ,  NADPH __,__ ATP
Krigr +OXO Ky +NH, +NADPH ' K, +ATP

v(lo) = Vmax10 ®
KMNADPH

ACco4 _ ,  ATP NADPH

v(lh)=v .
+ACOA K +ATP K + NADPH

.
max11
K

M gcon Myrp Mpappr

R5P

v(12) =v, C—
( ) max12 KMRSF +R5P

SUC

v(13) = o — -7 @
13)= Va3 Kpgge +SUC

v(14) = vmax14 ® G6P o 1— L
Kprgep +G6P 1 + ¢~2006(F6P-0.05)

ACOA . 044 . NAD
Kt yooq TACO4 Ky +O44 Ky +NAD

V(IS) = Vmax15 ®

PEP____ ADP
KptppptPEP Ky, +ADP

V(16) = Vmax16 ®
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Tableau B-4 Equations biocinétiques (réactions 17-32)

No. Equation biocinétique

PEP 1
17 vA7)= vyaar* Korogy * PEP.[I- 1: e-lO-[Pi-OAOS))

. G3P T R ADP . NAD
ax 18 .
Kutgsp + G3P Ky, tPi Kyt ADP Ky -+ NAD

18 v(18) = v,

G3P . NADP
Kpgsp t G3P Ky, + NADP

19 V(9= V1o *

. FépP , ATP
max 20
Kyt FOP Ky 4 ATP

20 vQ20)=v

G6P . F6P . ADP
Kpgep ¥ O6P  Kpppp + FOP Ky + ADP

21 V2D = Voo

RSP a4 4P NAD 1
Kyppsp + RSP Ky + A4 Ky o+ ATP Ky '+ NAD 14 ¢ 327 (Pi- 0003

22 V(22)= vyt

G6P __, ATP__ _ NADPH
Kntgep * G6P Kyt ATP Ky + NADPH

23 V(23) = Ve ®

STA . Pi . 1
KMSTA+ STA4 KM,:,* Pi |1+ e-]OO-(O,ZG-GLC)

24 V(24) = Vmax24*

25 v(25)=v . Gep ' ATP ' 1 ' 1
5 Katgep t GOP Ky # ATP 14 7 5OTGLC-05T 1| 7 p-200-[17-574)
LIP ATP NAD 1
v(26) = v, J . . '
26 V9= Viunas Ky + LIP Kyt ATP Ky + NAD [1+ e"°'[°~°""““”’)

ACOA

V2T = vy —ACO4
27 VD= Vmaz Kat o0y + ACOA

ORA 1
28  v(28)= vpust Korons * ORA.[I- 1+ e-lo-(NAnH-om)]
F6pP PPi 1
v(29) = v, D ’ of 1- -
29 V9= Vawas Kpg,opt F6P Kpp, +PPi [ 1+ e-1°'(P'-°'1’]

V30)= v o SUC__, _ PPi
30 ™39 Knisye + SUC Ky, 4 PP

EGLC . ATP
Kitpore t EGLC Ky, + ATP

31 V31 = Vo

ENO, ENO, ATP

32 V(32)= | Vx4 * "+ Vinax32.4 '
- KM-LAEVOJ + ENO; s KM.HAENos + ENG, KMATP+ ATP
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Tableau B-5 Equations biocinétiques (réactions 33-46)

No. Equation biocinétique

33 v33)= v EPi . EPi ATP
= 3L T g 33,HA® -t
e Ko g, + EPi ™ Kpg riagy, + EPi | Kypg, 4 ATP
ENH ENH ATP
34 v(34)= WA T ——— Ve, g ® 4 '
max KM,anm + ENH, max KM,HAENm + ENH, KMATP+ ATP
opr* 1
35  v(35)= vpass® Ku, 42 0P ' [1' 1+ o 15V Pi-0043) )
2
36 V(36) = ¥z ® N?3 o NADH . NADPH
Koy + NOS?  Kpgyypy + NADH  Kygpy + NADPH
PPi

37 v(37) = Vmax37® 55,
Kptpp,t PPi

VPi 1
38  V(38) = Viuxss® Ky, VPi ¢ [1' 1t o- 13 (CPi-0025] )

39  v(39)= Vpaxse* X CTCP'.[ -100-(CP1‘1- CPi,threshaId]]
Mp, i {1te

avec: CPi,threshold = 0.019+ [1—_9—%)
+e :
ATP
v(40)= v ¢$ —
40 ( ) max 40 KMATP+ ATP
NADH ADP CPi® [0
41  v@D= vyt ' ' 2 2" 2
Ktyypy t NADH Ky +ADP Ky 2+ CPP? Ky + O
ATP 1
42 v(42)= vyt Ky +ATP' 1+ e_zoo-IATPmDP-om)]
ATP

43 (3= v, . CPi \ NH, , GLC . 1 . 1
‘max 43 KMCP:+ CPi KMM,4+ NH, KMGLC+ GLC |1+ e-zso-(um-ATP*ADP) 1+ e-zso-[o.oz-cpf]

NADH 1
Ky . +NADH
NADH

44 v(44) = Viax a4 * VADH _M)

2008} ——
1+ e [NAD+ NADH
45 v(45)= kyav(02,, - 02)

A4 LIP'® ORA opr* ATP

v(46) = v, « X ' . . .
46 max46 KMM + AA KMUPLZS + L[Pl.ZS KMOM + ORA KM0P4+ 0P4 KMAn) + ATP




Tableau B-6 Taux de réaction maximum (réactions 1-23)

Réaction Vimax Unités
1 3.6821 mmolsgDW-ej!
2 0.2458 “
3 4.6422 “
4 0.0014 “
5 2.4830 “
6 0.0178 “
7 1.2293 “
8 398.49 “
9 138.79 “
10 24.743 “
11 0.4298 “
12 0.0712 “
13 0.1568 “
14 7.8330 “
15 252.05 “
16 7.6207 “
17 6.7058 “
18 73.185 “
19 24.646 “
20 11.235 “
21 2.8689 “
22 1.6091 “
23 0.2051 “
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Tableau B-7 Taux de réaction maximum (réactions 24-46)

Réaction Vamax Unités
24 1.7544 mmolsgDW-ej!
25 0.7796 “
26 0.0215 “
27 0.2507 “
28 0.0022 “
29 0.8318 “
30 0.1802 “
31 3.1303 "

32 LA 1.8643 “
32_HA 0.0271 “
33_LA 1.1496 “
33_HA 0.0754 “
34 LA 1.5500 “
34_HA 0.2502 “
35 0.0523 “
36 2.1280 “
37 2.3155 “
38 0.1333 “
39 22212 “
40 25.989 “
41 116.19 “
42 0.0097 “
43 0.1908 “
44 19.626 “
45 (kea) 368.30 i
46 (1) 0.4669 it
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Tableau B-8 Constantes d’affinité

Métabolite Valeur Unités
AA 0.0147 mmol*gDW"!
FRU 0.1045 “
CO2 1.25x10% ¢
GLC 0.1121 «
LIP 0.0025 “
NAD 2.7x10° «
NADH 3.2x10% «
NADP 2.5x10% “
NADPH 1.7 xt10* “
ADP 1.73 x10° «“
NH4 0.0322 «
ATP 0.0041 «“
ORA 0.0210 “
VPi 0.0035 “
CPi 0.0018 “
PPi 0.2064 “
SUC 0.0465 ¢
STA 0.9410 «
STH 0.1250 “«
op 0.0291 “«
G6P 0.0139 “
Fé6P 0.0396 «
G3P 0.0095 “
E4P 0.0086 ¢
RSP 0.0096 «
CHO 0.0095 “
PYR 0.0094 “
PEP 0.0021 “
ACOA 0.0211 «
OAA 0.0043 “«
0X0O 0.0014 “
02 1.3 x10* “
NO3 0.0518 “«
EGLC 4.6120 mM
ENO3_HA 0.0157 “
ENO3 LA 9.8430 «
EPI_HA 0.0017 “
EPI_ LA 0.0151 «
ENH4 _HA 0.0210 «“
ENH4 LA 1.9750 «
EO2 0.0069 ¢
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Tableau B-9 Variables d’état et conditions initiales
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Métabolite C1* C2 C3 Unités
AA 0.286 0.286 0.286 mmolsgDW"!
FRU 0.75 1 1 “
CO2 0.00125 0.00125 0.00125 «
GLC 0.83 1.01 0.6 «“
ALK 0.0003 0.0003 0.0003 “
LIP 0.404762 0.404762 0.64 “
NAD 0.000171 0.000171 0.000171 «
NADH 0.000174 0.000174 0.000192 «
NADP 0.000335 0.000335 0.000335 «
NADPH 0.000444 0.000444 0.000819 «“
ADP 0.001833 0.001833 0.001833 «
NH4 0.03 0.03 0.03 «
ATP 0.007333 0.007333 0.00571 “
ORA 0.16 0.16 0.16 «“
CPi 0.007 0.007 0.007661 “
VPi 0.01 0.01 0.03 «“
PPi 0.005 0.005 0.005987 «“
SUC 0.304286 0.304286 0.304286 «
STA 0.294444 0.7 0.5 “
STH 0.293395 0.293395 0.293395 “
(0) 4 0.015 0.05 0.005 “
G6P 0.021 0.021 0.018213 «“
F6P 0.015 0.015 0.015 «
G3P 0.010442 0.009641 0.012227 «
E4P 0.005877 0.01031 0.01031 “
R5P 0.007572 0.010239 0.008366 “
CHO 0.013149 0.009558 0.010228 “
PYR 0.01 0.01 0.01 «“
PEP 0.01 0.01 0.01 “
ACOA 0.01 0.01 0.01 «
OAA 0.01 0.01 0.01 «“
0XO0 0.01 0.01 0.01 «
02 0.0044 0.0044 0.0044 “
NO3 0.0157 0.0157 0.0157 «
PME 0.0095 0.0095 0.0095 «
EGLC 126.7865 126.7865 130 mMol
ENO3 19.468 19.468 19.468 “
ENH4 0.4 1.8 1.8 “
EPi 0.9 0.9 1 «“
EO2 0.23 0.23 0.23 “
\"/ 2.511 2.511 2.3 L
X 9.855 9.855 11 gDW-ebioréacteur™

*C1 : Cuvée sans résines; C2 : cuvée avec résines; C3 : perfusion avec résines
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ANNEXE C : Correction des données d’0O, dissous

Les sondes polarographiques pour mesurer 1’0, dissous ont des temps de réponse (t,) de
’ordre de quelques secondes jusqu’a 1,5 minutes, tout dépendamment de leur taille, de
I’état de la membrane, de I’électrode et de la solution d’électrolyte. Il est donc
nécessaire de corriger les données brutes d’O, dissous afin d’enlever ce biais

expérimental. La correction des données peut étre effectuée avec 1’équation suivante :

10
Ot o = 021,492

La valeur O, et sa dérivée représentent les données brutes obtenues par la sonde et la
valeur O €st la valeur corrigée pour tenir compte du biais expérimental causé par le
temps de réponse. Ce temps de réponse est considéré comme €tant le temps que prendra
la sonde, aprés une perturbation, a atteindre 63,2% de sa réponse en régime permanent.
Afin d’identifier cette valeur, il suffit de transférer rapidement la sonde d’une solution
complétement désaturée en O- a une solution saturée (0,23 mMol d’O; en solution). Le
temps de réponse sera alors le temps que mettra la sonde (aprés le transfert) pour
indiquer 0,145 mMol d’O, (0,23 x 63,2%) La Figure suivante montre le résultat d’un tel

test.
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Identification du temps de réponse (x) de la sonde d'O2
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Figure C.1 Temps de réponse de la sonde d’O, dissous

On observe donc que la sonde a un temps de réponse (1,) d’environ 15 secondes. Cette
valeur sera donc utilisée pour corriger les données d’O, avant d’effectuer les calculs de

respiration et de k;a.
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ANNEXE D : Mesures d’activité enzymatiques

Tableau D-1 Mesure des activités enzymatiques lors d’une culture cuvée et

comparaison avec les taux de réaction du modéle (simulés et maximum)

*
Enzymes et réactions Jour de culture Vinax ¥ *
3 6 9
GK mesure in vitro 4,05 £0,32 2,75 £0,54 2,35 +0,87
simulée (v1) 2,92 2,48 0,49 3,68
FK mesure in vitro 1.46 £0,53 1.64 +0,41 1.04 £0,34
simulée (v2) 0,14 0,105 0,006 0,246
PGI mesure in vitro 169 +14,1 157 28,3 186 £23,1
simulée (v14) 2,30 1,93 0,77 7,83
PEPC mesure in vitro 98.1 £17,9 78.9£17,4 55.1+134
simulée (v7) 0,48 0,45 0 4,23
PEPase  eSure in vitro 88.4 +14,4 61.3+12 53.7+2,1
simulée (v17) 1,83 2,15 0,66 6,71
PK mesure in vitro 5.60 £2,7 2.93 +£1.41 7.24 3,2
simulée (v16) 2,82 1,75 0,2 7,62
MpL &~ Mesure in vitro 1607 £203 1288 +£120 1079 £378
simulée (v8) 3,9 3,4 0,86 398,5
AGPase mesure in vitro 13.9 +9,6 10.4 +4,2 7.97 +4,8
simulée (v25) 0,006 0,11 0,013 0,79

* Les échantillons ont été prélevés sur un bioréacteur cuvée élicité sans résine extractive
(Figure 7.3)

**Les vi représentent les valeurs des flux simulés par le modéle (jours 3, 6 et 9) et les
Vmax TEprésentent les taux maximum de réaction identifiés par la calibration du modéle
(Tableaux B-6 et B7). Les taux sont donnés en mmolsgDW-"sj"

GK : glucokinase; FK: fructokinase; PGI: phosphoglucose isomérase; PEPC :
Phosphoenolpyruvate carboxylase; PEPase : phosphoenolpyruvate phosphatase; PK :
Pyruvate Kkinase; MDH: malate déshydrogénase; AGPase: ADP-glucose-
pyrophosphorylase.

Les intervalles de confiance représentent 1’écart-type sur I’essai enzymatique (n=3)
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ANNEXE E : Vérification de I'hypothése de dilution négligeable

Lorsqu’un bilan de masse est effectué sur un systéme métabolique, I’équation suivante

est considérée :

d—S=M'v—p°S
dr

Le terme de dilution par la croissance (uS) est généralement négligé pour simplifier le
systéme. Cette hypothése est confirmée pour plusieurs espéces cellulaires, notamment
parce que les concentrations en métabolites sont relativement faibles et que les taux de
croissance sont généralement plus bas que les taux de réaction métaboliques (v).
L’hypothése de dilution négligeable est tout de méme investiguée ici pour les cellules
végétales puisque ces cellules peuvent accumuler les nutriments & des niveaux

relativement élevés par rapport aux autres cellules.

Les cellules végétales ont un faible taux de croissance Par exemple, pour les cellules de
plantes, on observe des taux spécifiques de croissance de I’ordre de 0,1 4 0,3 j* (voir
Figures 7.3 et 7.4) et la concentration en glucose est de ’ordre de 1 mmolegDW-'. Lors
de la culture en perfusion (Figure 7.15), une concentration maximale de 0,35
mmolsgDW! a été observée durant ’application de I’algorithme d’alimentation. Avec

cette concentration intracellulaire en glucose, le terme de dilution par la croissance serait
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de ordre de 0,035 a 0,105 mmol*gDW-'sj"!, soit bien en dega de la consommation de
glucose par les hexokinases, qui dans ce cas est de ’ordre de 2,6 mmolsgDW'¢j", tel
que vu a la Figure 7.18. Dans ces conditions, la dilution par la croissance équivaut au
plus a 4% de la consommation de GLC par les hexokinases. L’hypothése de dilution
négligeable est donc vérifiée pour les conditions dans lesquelles a été effectuée la

culture en perfusion avec stabilisation des réserves intracellulaires en GLC.



